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En los últimos años, la investigación de productos naturales ha atraído mucha atención 
en todo el mundo. Las plantas medicinales se han utilizado desde la antigüedad y 
constituyen una importante fuente de nuevos medicamentos. El objetivo de este trabajo 
de Tesis Doctoral fue avanzar en el diseño de productos fitoterapéuticos para la 
prevención y/o tratamiento de infecciones vaginales, utilizando extractos 
hidroalcohólicos de especies vegetales que crecen en el noroeste de Argentina, tales 
como Zuccagnia punctata, Larrea cuneifolia, Larrea divaricata, Larrea nitida y 
Tetraglochin andina. Estas especies se utilizan en la medicina tradicional para tratar 
infecciones fúngicas y procesos inflamatorios.  
Los perfiles fitoquímicos reflejaron la presencia de taninos, flavonoides, triterpenos y/o 
esteroides y derivados antracénicos en todas las especies vegetales. Se detectó la 
presencia de cumarinas en L. divaricata y de saponinas y glucósidos cardiotónicos en T. 
andina. 
Se realizaron estudios de HPLC-ESI-MS/MS y se identificaron 23 compuestos en 
extractos de Z. punctata (principalmente chalconas), 50 compuestos en T. andina (en su 
mayoría taninos hidrolizables) y 12 compuestos en las especies de Larrea (trihidroxi-
6,7ʹ ciclolignano fue encontrado solo en L. divaricata y dihidroxi-metoxi-epoxilignano 
en L. cuneifolia y L. nitida). 
Se determinó la actividad antifúngica de los extractos hidroalcohólicos de las especies 
vegetales frente a hongos levaduriformes aislados de infecciones vaginales. De acuerdo 
a los resultados obtenidos, se podrían considerar a los fitoextractos de Z. punctata, L. 
divaricata y L. nitida como inhibidores fuertes del crecimiento de Candida spp., L. 
cuneifolia como inhibidor moderado y T. andina como inhibidor moderado o débil 
dependiendo de la cepa analizada. Se realizaron mezclas binarias entre las cinco 
especies vegetales utilizando el método del tablero de ajedrez. Algunas de las 
combinaciones mostraron efecto sinérgico, siendo las más activas las mezclas de Z. 
punctata/L. nitida (Zp/Ln); Z. punctata/L. divaricata (Zp/Ld) y Z. punctata/L. cuneifolia 
(Zp/Lc).   
En general, las infecciones vaginales están asociadas a situaciones de estrés oxidativo y 
procesos inflamatorios, por ello se analizó la actividad de estos productos naturales 
como antioxidantes y antiinflamatorios. Tanto los extractos como las mezclas más 
activas (Zp/Ln, Zp/Ld, Zp/Lc) presentan capacidad de depurar radicales libres y especies 




y de inhibir la actividad de enzimas que participan en el proceso inflamatorio 
(fosfolipasa, lipooxigenasa y ciclooxigenasa). 
Con el propósito de garantizar el uso terapéutico seguro de los extractos y mezclas 
binarias de los mismos, se evaluó el efecto genotóxico a través del test de Ames, 
demostrando que no presentan actividad mutagénica sobre ninguna de las dos cepas 
utilizadas (TA98 y TA100). 
Se desarrollaron formulaciones farmacéuticas (óvulos, tabletas y microcápsulas) tanto 
de los extractos individuales como de las combinaciones más activas. Los formulados 
mantuvieron las actividades biológicas ensayadas, comparando con los valores 
obtenidos con los extractos utilizados para su formulación. Además, los formulados no 
mostraron contaminación biológica con hongos ni bacterias.  
Estos resultados indicarían que los fitoextractos (individuales o combinados) y los 
formulados obtenidos a partir de ellos serían una buena alternativa para el tratamiento 








































In recent years, researches focused on natural products have attracted a lot of attention 
around the world. Medicinal plants have been used since ancient times and are an 
important source of new medicines. The aim of this Doctoral Thesis is to advance in the 
design of phytotherapeutic products for the prevention and / or treatment of vaginal 
infections using hydroalcoholic extracts of plant species that grow in northwestern 
Argentina, such as Zuccagnia punctata, Larrea cuneifolia, Larrea divaricata, Larrea 
nitida and Tetraglochin andina. These species are used in traditional medicine to treat 
fungal infections and inflammatory-related pathologies. 
The phytochemical study showed the presence of tannins, flavonoids, triterpenes and/ or 
steroids and anthracene derivatives in all plant species. Coumarins were also detected in 
L. divaricata, while T. andina tested positive for saponins and cardiotonic glucosides. 
HPLC-ESI-MS/MS studies were performed. This analysis allowed to identify 23 
compounds in Z. punctata (mainly chalcones), 50 compounds in T. andina (mostly 
hydrolysable tannins) and 12 compounds in Larrea species (trihydroxy-6,7'ciclolignan 
was found only in L. divaricata and dihydroxy-methoxy-epoxilignan in L. cuneifolia 
and L. nitida). 
The plant species hydroalcoholic extracts were assayed for their anti-fungal capacity 
against yeast-like fungi isolated from vaginal infections. According to the results 
obtained, the phytoextracts of Z. punctata, L. divaricata and L. nitida could be 
considered as strong inhibitors of the growth of Candida spp., L. cuneifolia as a 
moderate inhibitor and T. andina as a moderate or weak inhibitor depending on the 
strain analyzed. Binary mixtures were made following the checkboard method with the 
five plant species. Some of the combinations showed a synergic effect, being the most 
active the mixtures of Z. punctata/L. nitida (Zp/Ln); Z. punctata/L. divaricata (Zp/Ld) y 
Z. punctata/L. cuneifolia (Zp/Lc).   
In general, vaginal infections are associated to oxidative stress and inflammatory 
processes; thus, studies on the antioxidant and anti-inflammatory properties of these 
natural products were carried out. The extracts and the most active mixtures (Zp/Ln, 
Zp/Ld, Zp/Lc) were able to scavenge free radicals and reactive oxygen species, to inhibit 
the oxidative hemolysis of human erythrocytes and the activity of enzymes involved in 




To guarantee the safe therapeutic use of the extracts and mixtures, the genotoxic effect 
was evaluated using the Ames test, which indicated that they do not have a mutagenic 
activity on any of the two strains used (TA98 and TA100). 
Pharmaceutical preparations (ovules, tablets and microcapsules) were prepared using 
the individual plant species and the most active combinations. The pharmaceutical 
preparations maintained the biological activities when compared to the values obtained 
for the extracts used for their formulation. Additionally, the formulations showed no 
biological contamination with fungi or bacteria. 
These results indicate that the phytoextracts (individual or combined) and their 
pharmaceutical formulations would be a good alternative for the treatment of fungal 

























































































Microbiota vaginal  
El término microbiota hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos 
reunidos en un nicho ecológico determinado, siendo la microbiota normal el conjunto de 
microorganismos que conviven con el huésped sin causarle enfermedad (Herrero de 
Lucas y col., 2018). La microbiota vaginal ha sido estudiada desde 1892 por Döderlein 
cuando describió el patrón normal que se observa en la mujer en edad reproductiva, la 
cual está constituida por microorganismos aerobios, anaerobios y bacilos de Döderlein. 
Estos en conjunto le confieren un pH a la vagina que oscila entre 4 y 5 (Vizcaíno y col., 
2016). 
La ecología vaginal de una mujer no es constante, sufre variaciones en respuesta a 
factores endógenos y exógenos. Los factores endógenos abarcan la edad de la mujer, las 
variaciones hormonales, el embarazo, entre otros; los factores exógenos incluyen las 
relaciones sexuales, el uso de antibióticos, espermicidas o duchas vaginales. Algunas 
comunidades vaginales pueden cambiar marcadamente en períodos de tiempo cortos, 
mientras que otras son relativamente estables (Gajer y col., 2012). La microbiota 
vaginal juega un papel muy importante en la protección frente a infecciones vaginales 
(Winn, 2008). Durante la gestación, a medida que el embarazo progresa, aumenta la 
densidad de lactobacilos y disminuyen los bacilos Gram negativos anaerobios y 
facultativos. También puede aumentar la cantidad de levaduras y, eventualmente, 
pueden causar síntomas (Forbes y col., 2004; Winn, 2008). En la etapa prepuberal 
predominan microorganismos de origen cutáneo y perineal como Staphylococcus 
epidermidis, Propionibacterium spp., pueden aislarse levaduras en escaso número, al 
igual que enterobacterias y algunos bacilos Gram negativos anaerobios. En la mujer 
postmenopáusica, al cesar el estímulo hormonal, la microbiota retorna al patrón de la 
infancia (Forbes y col., 2004). 
Los grupos de microorganismos predominantes en el área de la vagina pertenecen a los 
géneros Lactobacillus, Staphylococcus, Corynebacterium, Propionibacterium y 
Bifidobacterium (Vizcaíno y col., 2016).  
Los lactobacilos son bacterias Gram positivas, en su mayoría anaeróbicas facultativas, y 
pertenecen al grupo de las bacterias ácido-lácticas que, como su propio nombre indica, 
producen ácido láctico a partir de la fermentación de hidratos de carbono presentes en el 
medio (Martínez-Peña y col., 2012). La presencia de lactobacilos es la barrera más 
importante para evitar las infecciones por Candida (Ferrer, 2000). Estos 





compiten con Candida por los nutrientes, sin embargo este no es el mecanismo más 
eficaz. En segundo lugar, y más importante aún, provocan un proceso de auto-
agregación al moco vaginal, formando un biofilm que funciona como barrera a la 
colonización patogénica que bloquea los receptores epiteliales para los blastoporos, por 
lo tanto, la adhesión no puede tener lugar. En tercer lugar, los lactobacilos producen 
metabolitos antimicrobianos, como el peróxido de hidrógeno y las bacteriocinas 
(proteínas con actividad antimicrobiana), que actúan sinérgicamente dificultando la 
germinación de micelios e inhibiendo la proliferación de agentes patógenos (Ferrer, 
2000, Petrova y col., 2013; Vizcaíno y col., 2016). Estos mecanismos pueden explicar 
las causas por las cuales la candidiasis clínica puede ser disparada en algunos pacientes 
cuando se administran agentes antibióticos que causan una disminución de lactobacilos 
(Ferrer, 2000). Debido a esto ante una infección vaginal debe no solo tratarse el 
microorganismo causal con un tratamiento específico, sino que también hay que 
procurar que se recupere el equilibrio del ecosistema vaginal mediante la administración 
de lactobacilos (Forbes y col., 2004; Winn, 2008). 
 
Infecciones vaginales  
Las infecciones vaginales surgen cuando existe un desequilibrio en la microbiota 
vaginal y los efectos de los microorganismos patógenos se superponen a los de los 
lactobacilos comensales protectores. Se pueden destacar tres causas primarias de 
infección a nivel vaginal: la infección por Trichomonas vaginalis, por levaduras como 
Candida albicans y la polibacteriana (bacteriosis vaginal) (Van Der Pol, 2010). La 
bacteriosis vaginal no es atribuible a la presencia de un solo microorganismo, sino a un 
conjunto de ellos, especialmente Gardnerella vaginalis y otros bacilos Gram negativos 
anaerobios (Reid y Bruce, 2003). Además de C. albicans, existe un aumento progresivo 
de infecciones graves causadas por diversas levaduras como Trichosporon spp., 
Rhodotorula spp., Malassezia spp., Saccharomyces cerevisiae y principalmente diversas 
especies del género Candida no-albicans (Cuenca-Estrella y col., 2000; Pfaller y col., 
2002; Sobel, 2007). 
Las infecciones vulvovaginales son un motivo muy frecuente de consulta en atención 
primaria, especializada y urgencias hospitalarias, llegando a representar el 20% de las 







Vulvovaginitis por Candida 
La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una afección común caracterizada por 
inflamación vulvovaginal en combinación con la detección de una o más especies de 
Candida. La vulvovaginitis por Candida es la más prevalente en Europa y la segunda en 
EE. UU., solo superada por la vaginosis bacteriana (Cancelo Hidalgo y col., 2013).  
La candidiasis vulvovaginal es probablemente la infección clínica por Candida más 
frecuente. Se puede aislar Candida de muestras vaginales en aproximadamente una 
cuarta parte de las mujeres sin síntomas. Alrededor del 75% de las mujeres tendrán 
CVV durante su vida, y aproximadamente la mitad de ellas sufrirá un segundo evento 
de CVV (Abruzzo y col., 2013; Nagashima y col., 2016; Hay, 2018). Alrededor del 5-
8% de las mujeres adultas desarrollan candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR), 
definida como cuatro o más episodios en un año (Palmeira-de-Oliveira y col, 2012). 
Con una tasa de prevalencia del 6%, se estima que 593.695 mujeres en Argentina 
padecen CVVR (Riera y col., 2018). Candida puede aislarse de 30 a 40% de las mujeres 
durante el embarazo, y la infección es particularmente virulenta en el último trimestre 
(Ferrer, 2000). 
El género Candida comprende más de 200 especies, pero solo una docena de ellos se 
han asociado con la infección humana, siendo Candida albicans la más frecuentemente 
informada (Oliva, 2013). C. albicans representa la mayoría de los casos de CVV (63-
90%), pero otras especies de Candida (C. glabrata (28%), C. parapsilosis (2,4%), C. 
tropicalis (1,7%), C. krusei (1,5%), etc.) también son frecuentemente detectadas (Tardif 
y Schlaberg, 2017). 
 
Características generales de las levaduras del género Candida  
El género Candida pertenece a la familia Cryptococcaceae, dentro de los 
Deuteromicetos. Son células ovaladas o redondas; de 2 a 5 μm, con paredes finas; sin 
embargo, en tejidos infectados también se han identificado formas filamentosas de 
longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 μm de diámetro y pseudohifas, que 
son células alargadas de levadura que permanecen unidas entre sí. Las levaduras o 
blastosporas son microorganismos eucarióticos, las cuales se reproducen asexualmente 
por un proceso específico de división celular conocido como gemación (Pardi Célis y 
col., 2008). 
La forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscópica tubular, la cual 





blastosporas o de hifas existentes. Esta crece continuamente por extensión apical (Pardi 
Célis y col., 2008). A excepción de Candida glabrata, el resto de las especies asociadas 
a candidiasis pueden formar pseudomicelios (Enache-Angoulvant, 2007). 
La composición química de C. albicans está representada por 20-40% de proteínas y 
30-50% de polisacáridos, mientras que la proporción de lípidos es variable (Ghannoum, 
1986). La pared celular de este microorganismo está formada por múltiples capas, 
compuestas por quitina, glicanos, mananos, glicomananos y péptidos. 
La apariencia microscópica de todas las especies de Candida es similar; todas las 
levaduras son Gram positivas, en algunas ocasiones la forma de las blastosporas puede 
variar de ovoide a elongada o esférica (Pardi Célis y col., 2008). 
Diversas especies de Candida habitan en la piel, las mucosas, el tracto respiratorio alto, 
el tracto genitourinario y el tracto digestivo, colonizándolo desde los primeros días del 
nacimiento, pero en determinadas condiciones pueden transformarse en patógenos 
oportunistas (Dadar y col., 2018). 
 
Sintomatología de vaginitis causada por Candida 
La candidiasis comúnmente causa un flujo espeso, blanco, que puede o no tener olor 
desagradable. Puede causar mucha picazón e irritación dentro y fuera de la vagina. Los 
labios vaginales pueden enrojecer e inflamarse y arder o picar (Blostein y col., 2017; 
Hay, 2018). Este tejido irritado e inflamado es frágil, el rascarse o la actividad sexual 
pueden causar pequeñas cortaduras. En casos muy graves, se pueden formar úlceras u 
otros tipos de infecciones bacterianas en los tejidos lesionados. No todas las candidiasis 
se presentan de la misma manera, puede haber casos asintomáticos en 10 a 20% de 
mujeres en edad fértil, casos agudos y severos (Logemann, 2000).  
 
Factores predisponentes para la candidiasis 
La transformación de Candida spp. de comensal en patógeno para el ser humano 
depende de varios factores, entre los que se encuentran el empleo de hormonas orales, el 
estrés, higiene personal, tipo de ropa utilizada, uso de duchas vaginales y antibióticos, 
los cuales trastornan la microbiota vaginal al disminuir la concentración de lactobacilos 
y otros miembros de la microbiota normal, por lo que permite la proliferación de 
microorganismos patógenos (Blostein y col., 2017). El embarazo y la diabetes se 
acompañan de una disminución cualitativa de la inmunidad mediada por células, lo que 





Las múltiples parejas sexuales aumentan el riesgo de contagio y más si se tiene 
antecedentes de infecciones urinarias (Ferrer, 2000; Blostein y col., 2017). La 
inmunosupresión, cirugías y procedimientos invasivos también son factores 
predisponentes para presentar infecciones por levaduras (Gong y col., 2016; Hay, 2018; 
Wu y col., 2018). 
 
Factores de Virulencia en Candida 
Los factores que hacen que Candida no sea patogénica son principalmente la microbiota 
bacteriana, que produce sustancias que limitan el crecimiento de otros microorganismos 
y pueden evitar el acceso de Candida a los receptores epiteliales (Martin y col., 2008), y 
los relacionados con la inmunidad tanto humoral como celular (Ferrer, 2000). La 
modificación de estos factores puede hacer que las levaduras se vuelvan patógenos 
oportunistas, produciendo una invasión del tejido subyacente o incluso una patología 
sistémica (Calderone y Fonzi, 2001). 
La patogenia depende principalmente de la condición del paciente (inmunosupresión, 
diabetes, etc.) y de los factores de virulencia del microorganismo. Entre los factores de 
virulencia desarrollados por Candida spp. podemos citar el dimorfismo, la adhesión a 
mucosas y a tejidos del hospedador, la hidrofobicidad de la superficie celular, la 
producción de enzimas hidrolíticas, el cambio fenotípico, la formación de biopelículas y 
la modulación de la respuesta inmunitaria (Dadar y col., 2018).  
El dimorfismo es uno de los factores de virulencia más estudiados en C. albicans y se 
inicia mediante la formación del tubo germinativo a partir de levaduras (van Burik y  
Magee, 2001). La transición levadura-micelio implica una respuesta celular a ciertos 
estímulos ambientales que desencadenan un cambio de patrón de crecimiento y de las 
características de la pared celular (Whiteway y  Bachewich, 2007). Estos cambios le 
confieren particularidades propias a la forma micelial que afectan la adhesión, la 
hidrofobicidad y la expresión de antígenos, y podrían estar implicados en una mayor 
virulencia (Soll, 1990; Gozalbo y col., 2004; Ruiz-Herrera y col., 2006).  
Para que se produzca la invasión lo primero que debe ocurrir es la adhesión del hongo a 
la superficie del epitelio. Este proceso se realiza a través de las adhesinas, 
glucoproteínas de membrana que se unen a receptores específicos de la célula epitelial 
(Ferrer, 2000). La adherencia al epitelio se ve incrementada por el aumento de los 
estrógenos en la mujer, efecto que hace que la candidiasis vaginal sintomática sea 





(Tibaldi y col., 2009). Candida spp. dispone de mecanismos específicos de adherencia 
que le permiten el anclaje a receptores orgánicos e inorgánicos presentes en el sustrato. 
Se han descripto múltiples adhesinas implicadas en la adherencia de C. albicans como 
pueden ser las proteínas con secuencia tipo aglutinina Als1 y Als3, las cuales poseen 
dominios hidrófobos ricos en aminoácidos serina-treonina y forman agregados que 
favorecen la aglutinación de las células fúngicas (Otoo y col., 2008; Liu y Filler 2011). 
También se han descripto otras adhesinas como la proteína asociada a la pared de la hifa 
Hwp1, la proteína de adherencia aumentada a poliestireno Eap1 y la proteína 
relacionada con la hidrofobicidad celular superficial Csh1 (Modrzewska y Kurnatowski, 
2015).  
Existen pocos estudios relacionados con la identificación de adhesinas en otras especies 
del género Candida. Se han mencionado algunas proteínas con secuencias similares a 
las Als de C. albicans, como pueden ser la lectina dependiente de calcio Epa1p en C. 
glabrata y la proteína con anclaje a glicosilfosfatidilinositol Pga30 en C. parapsilosis 
(Silva y col., 2012). 
Una vez adherido el hongo, se inicia el proceso de proliferación, desarrollando hifas 
para invadir el epitelio celular (Figura 1) (Nobile y Johnson, 2015). Las hifas secretan 
una matriz extracelular de polisacáridos (Niimi y col., 2010), proteasas y lipasas 
(Calderone y Fonzi, 2001). Esta matriz es responsable de la formación de biofilms 
(Mohandas y Ballal, 2011). Las biopelículas microbianas se definen como comunidades 
microbianas complejas, estructuradas y espacialmente orientadas que están encerradas 
en una matriz extracelular y unidas a una superficie (Aggarwal y Kashyap, 2018). Se 
sabe que las especies de Candida construyen biofilms altamente estructurados y 
dinámicos que comprenden diversas formas morfológicas del hongo (levaduras, 
pseudohifas e hifas) (Bandara y col., 2017). La formación de estos biofilms dota a la 
célula de resistencia a antifúngicos, siendo mucho más resistentes que las células 
planctónicas (Aggarwal y Kashyap, 2018; Bandara y col., 2017). En este sentido la 
resistencia no solo se debe a que la exposición a bajas concentraciones de fármaco 
aumenta la selección de cepas resistentes (Rautemaa y Ramage, 2011), sino a la 
dificultad de difusión del fármaco a través de la matriz extracelular (Niimi y col., 2010).  
Por otro lado, las levaduras que forman biofilm producen enzimas (proteasas, que 
hidrolizan las uniones peptídicas, y fosfolipasas, que hidrolizan los fosfoglicéridos) que 
son las responsables de la invasión epitelial (de Vasconcellos y col., 2014). Cuando la 





consideran factores de virulencia, ya que contribuyen al establecimiento de la infección 
(Chaffin y col., 1998; Calderone, 2002). Alrededor de 20 a 24 horas después de la 
adhesión de las primeras células se obtiene una biopelícula madura, que continuará 
sintetizando nueva matriz extracelular y dispersando células planctónicas que intentarán 
colonizar nuevas superficies (Figura 1) (Ramage y col., 2001; Nobile y Johnson, 2015). 
Estos factores hacen necesaria la eliminación de los biofilms. Desafortunadamente, para 
su eliminación se recurren frecuentemente a métodos quirúrgicos y/o mecánicos 
(Stewart y Costerton, 2001). 
 
 
Figura 1. Representación esquemática del desarrollo de la biopelícula de C. albicans. 
Imagen obtenida de Nobile y Johnson, 2015. 
 
Otro factor para tener en cuenta incluye los cambios fenotípicos que puede sufrir el 
hongo debido a diversos elementos ambientales, lo que también contribuirá al aumento 
de la virulencia, cambiando las interacciones entre las células epiteliales y el hongo 
(Jayatilake, 2011). Estos cambios fenotípicos no se refieren a la transición entre 
levadura e hifa, sino al cambio de la morfología de las colonias (França y col., 2011).  
Candida puede ser fagocitado por leucocitos polimorfonucleares, así como por células 





recurrentes actuando como un reservorio, disminuyendo la exposición a antifúngicos y 
al sistema inmune (Jayatilake, 2011). 
Si el sistema inmune no logra controlar la infección y/o el hongo es altamente virulento, 
Candida puede diseminarse sistémicamente a través del torrente sanguíneo. Así, nos 
podemos encontrar con candidiasis superficiales (infectando piel y mucosas) y con 
candidiasis invasivas (infectan órganos internos) que se asocian con una alta incidencia 
de mortalidad, pudiendo llegar al 45% (Leroy y col., 2009; Pfaller y Diekema, 2010; de 
Castro y col., 2013; Pierce y Lopez-Ribot, 2013; Spampinato y Leonardi, 2013).  
La provocación de una respuesta inflamatoria en los tejidos del huésped es el próximo 
paso tras la invasión de las células de la superficie epitelial. La invasión del epitelio 
provoca la liberación de varias otras sustancias, tales como las prostaglandinas y la 
bradicinina, que inducen cambios inflamatorios en los tejidos. Este proceso puede llevar 
a un edema, eritema, aumento de exudado y desprendimiento de células. Estos cambios 
pueden ser detectados en ocasiones con un examen colposcópico (Ferrer, 2000). 
El proceso de colonización se ha relacionado con la adherencia de Candida spp. a las 
células epiteliales, mientras que los factores de virulencia como la formación del tubo 
germinal y la capacidad de producir enzimas proteolíticas, toxinas y fosfolipasas 
explican la patogenicidad clínica, superando las defensas del huésped. La existencia de 
un estado de colonización antes de la infección respalda la definición de Candida spp. 
como patógeno oportunista (Sobel, 2007; Palmeira-de-Oliveira y col., 2015). Gil y col. 
(2017) demostraron que todas las especies del género Cándida son capaces de formar 
biopelículas en diferentes grados en un momento determinado, y que no hay relación 
entre la capacidad de formación de biopelículas y el grado de formación con la especie 
involucrada. Algunos de los mecanismos principales que participan en la patogenicidad, 
por ejemplo, la capacidad de formar biofilms, se consideran relevantes para explicar los 
fracasos del tratamiento (Palmeira-de-Oliveira y col., 2015; Turán y Demirbilek, 2018). 
 
Diagnóstico de vaginitis causada por Candida 
El 40% de las mujeres sin alguna sintomatología aparente poseen Candida como 
comensal, por lo que la presencia de este microorganismo en los cultivos no demuestra 
en sí el diagnóstico de la enfermedad, ni los síntomas de eritema, flujo blanco, ni prurito 
vulvovaginal dado que también lo encontramos en el estado fisiológico de secreción 
auto limitada que lleva al paciente a auto medicarse, pensando que se trata de la 





misma (Brooks y col., 2011). Se considera que solo de un 20-30% de las mujeres que se 
automedican por Candida, realmente la tienen (Ciudad- Reynaud, 2007). Muchas 
mujeres pueden darse cuenta por sus síntomas que tienen una infección. Sin embargo, 
un diagnóstico correcto es esencial.  
La identificación de las levaduras puede variar desde unos pocos tests simples, para 
identificación presuntiva de algunas especies del género Candida a una gran variedad de 
pruebas necesarias para identificar definitivamente a estas y otras levaduras 
comúnmente aisladas en los laboratorios de micología. El primer paso en el estudio de 
una cepa es la obtención de un cultivo puro a partir del cual se puedan iniciar los 
estudios sistemáticos de sus características morfológicas, fisiológicas y sexuales bajo 
condiciones estandarizadas. Si no se ha comprobado la pureza de una cepa y las pruebas 
no se han realizado en condiciones debidamente estandarizadas, es imposible 
identificarla o describirla con certeza. 
El diagnóstico de candidiasis se puede hacer mediante inspección visual, determinación 
del pH vaginal, microscopía, Papanicolaou y cultivo de secreción cervicovaginal. En el 
examen físico, el profesional de salud determinará la presencia de signos, características 
del flujo, lesiones vulvovaginales agregadas (úlceras, etc.). En la gran mayoría de los 
casos, se recurre a la observación de leucorrea y de la mucosa vaginal mediante la 
especuloscopía, sin recurrir a exámenes complementarios. Es muy útil determinar el pH 
vaginal, donde sabemos que el valor normal es de 4-4,9 y que cuando el pH alcanza un 
valor menor que 4,5 se debe pensar la posibilidad de una infección por hongos; con un 
pH mayor que 4,5 sugiere una infección bacteriana, tricomoniasis o endocervicitis 
mucopurulenta (Ciudad- Reynaud, 2007). 
Dentro de los exámenes complementarios, se puede realizar microscopía con KOH o 
NaOH que permiten reconocer blastoconidias, filamentos y pseudohifas de Candida 
spp. Para mejorar la observación y buscar la fase parasitaria de la levadura se puede 
realizar tinción de los preparados (azul de algodón-lactofenol, blanco de calcoflúor, 
tinción de Gram). Si solo se encuentra la levadura se debe a su presencia normal como 
comensal; inicialmente con visión microscópica de x100 aumentos se pueden observar 
hifas, pero para detectar células clave se debe de utilizar el aumento x400 y se 
evidenciarán hongos en gemación (Ciudad- Reynaud, 2007). 
Candida se desarrolla con gran facilidad en medios de cultivo (Negroni, 1999). El 
cultivo es un método diagnóstico realizado en agar glucosado Sabouraud, utilizado para 





sp., compuesto por peptona, tripteína, glucosa, cloranfenicol y agar; en lo que respecta a 
los primeros tres compuestos aportan los nutrientes para el desarrollo del 
microorganismo, el cloranfenicol y el pH ácido de 5,2 inhiben el crecimiento bacteriano 
y proporcionan así el crecimiento adecuado de la especie en estudio. Candida se 
desarrolla en el medio de agar Sabouraud como colonias cremosas lisas o rugosas en un 
tiempo promedio de 24 a 48 horas, a temperaturas de 24 a 37°C, con un olor 
característico a levadura de pan o cerveza (Liébana-Ureña, 2002).  
Dentro de las pruebas posibles de realizar en los laboratorios microbiológicos de los 
centros de salud a fin de arribar a la identificación presuntiva de las especies más 
frecuentemente asociadas a infecciones humanas se encuentran la prueba de formación 
de tubo germinativo por Candida albicans, que tiene la capacidad para producir tubos 
germinales (filamentación) cuando las colonias son inoculadas en suero. En contraste 
con otras especies de Candida, C. albicans tiene una marcada tendencia a formar 
esporas grandes de pared gruesa, denominadas clamidosporas, sobre todo cuando se 
cultivan en un medio especial como agar harina de maíz; la clamidospora tiene un 
diámetro de 7 a 8 μm y casi siempre se origina en el extremo del pseudomicelio. 
Asímismo, se pueden realizar la prueba de producción de ureasa en medio de 
Christensen y la de fenoloxidasa en medio de girasol, crecimiento a 28°C y 37°C, 
crecimiento en extracto de malta para estudio micromorfológico, cultivo en lámina en 
agar harina de maíz o agar morfología (Difco) para estudio micromorfológico o 
macromorfología (Pardi Célis y col., 2008; Alfonso y col., 2010). 
Para la identificación definitiva a nivel de especie en los laboratorios de los centros de 
salud pueden realizarse pruebas de fermentación y asimilación de hidratos de carbono y 
fuentes nitrogenadas para la identificación del microorganismo correspondiente 
(Liébana-Ureña, 2002; Cirak y col., 2003). 
Por otra parte, existen reactivos comerciales que permiten arribar a la identificación 
presuntiva como el CHROMagar Candida, CHROMagar ID, o bien los reactivos 
comerciales que permiten la identificación confirmatoria como el ID 32C, API 20C, 
Vitek, entre otros. Los resultados de estos métodos deben ser tomados con criterio y 
tenerse en cuenta además de las características macro y micromorfológicas para una 
correcta identificación. 
La incorporación de medios con sustratos cromogénicos ha sido un gran adelanto en la 
identificación presuntiva de levaduras, a la vez que ha permitido reconocer la presencia 





microorganismo involucrado permite seleccionar el antifúngico más adecuado hasta que 
se realice la identificación definitiva (Eraso y col., 2006; Alfonso y col., 2010). En 
nuestro país se comercializan desde hace tiempo CHROMagar Candida (CHROMagar 
Company Ltd., Francia) y Candida ID2s (bioMérieux, Francia), y últimamente se ha 
incorporado Brilliances Candida Agar (Oxoid, Reino Unido). El fundamento de estos 
medios es la inclusión de sustratos cromogénicos que, ante la presencia de actividad 
enzimática específica de las levaduras, producen un color determinado. Las enzimas que 
se revelan son hexosaminidasa y fosfatasa alcalina; la primera está presente en Candida 
tropicalis, C. albicans y Candida dubliniensis, en tanto que Candida krusei posee 
fosfatasa alcalina; otras especies también pueden presentar discreta actividad de esta 
última enzima y la variación en la tonalidad depende del sustrato cromógeno y la 
pigmentación natural de la levadura. En medio CHROMagar Candida, C. 
albicans/C.dubliniensis toman un color y aspecto verde cremoso, C. tropicalis azul 
cremoso, C. krusei rosa seca y borde rugoso, Saccharomyces spp. violeta cremoso 
(Liébana-Ureña, 2002; Hospenthal y col., 2006; Alfonso y col., 2010).  
La prueba API ID 32C auxanograma de BioMerieux es un kit comercial disponible para 
la identificación de diferentes especies de levaduras. Por este método se determinan las 
capacidades de estas de utilizar diversas fuentes de carbono o nitrógeno para su 
crecimiento (Polacheck y col., 2000); sin embargo, para su confirmación ha sido 
necesario usar técnicas moleculares de tipificación genética (Giammanco y col., 2000; 
Silva y col., 2003). 
Por las grandes limitaciones de los métodos de fenotipificación, se han hecho uso de 
metodologías de biología molecular como la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR), que ha servido para la identificación molecular de las especies de Candida, 
facilitando el desarrollo de sistemas de identificación a nivel de especie (Cirak y col., 
2003). Los avances en Biología Molecular han permitido la descripción e identificación 
de nuevas especies de levaduras, algunas de las cuales solo pueden ser correctamente 
identificadas mediante el uso de estas técnicas.  
La rápida y correcta identificación a nivel de especie de los aislamientos de Candida, 
son fundamentales para garantizar la adecuada prescripción específica, tanto en 
dosificación como duración, que permita una pronta y eficaz terapia antifúngica (Guiver 








Los tratamientos convencionales para las enfermedades fúngicas son limitados debido al 
hecho de que los hongos son organismos eucariotas, por lo que es difícil el desarrollo de 
un fármaco que sea selectivamente tóxico para la célula fúngica y no para el huésped. 
Los antifúngicos o antimicóticos son moléculas que ayudan a luchar contra los hongos 
actuando a distintos niveles en la célula fúngica, provocando alteraciones en su 
estructura e inhibiendo su desarrollo o viabilidad mediante los mecanismos de acción 
propios de cada fármaco, de estos mecanismos va a depender su efectividad y hasta en 
cierto grado los efectos que puede provocar en el huésped (Gregorí Valdés, 2005). 
Actualmente, el tratamiento de las infecciones fúngicas se basa en el uso de tres familias 
de antifúngicos: polienos (anfotericina B, nistatina), azoles (fluconazol, ketoconazol, 
voriconazol, itraconazol, posaconazol) y equinocandinas (caspofungina, micafungina y 
anidulafungina). Durante los últimos 50 años, el descubrimiento de los diferentes 
antifúngicos ha sido progresivo, iniciándose con la anfotericina B hasta llegar a las 
equinocandinas. 
El tratamiento de la candidiasis vulvovaginal puede ser oral o tópico. La duración del 
tratamiento dependerá no solo del principio activo seleccionado, sino también de la 
forma galénica que tiene el producto farmacéutico seleccionado (Ciudad- Reynaud, 
2007). De acuerdo con Rice y col. (2016) las opciones terapéuticas más frecuentes que 
se aplican para casos de candidiasis vaginal son:  
A. Productos de venta libre: 
a) Cremas intravaginales: clotrimazol 1% 5 g diariamente por 7-14 días, clotrimazol 2% 
5 g diariamente por 3 días, miconazol 2% 5 g diariamente por 7 días, miconazol 4% 5 g 
diariamente por 3 días. 
b) Supositorios vaginales: miconazol 100 mg diariamente por 7 días, miconazol 200 mg 
por 3 días, miconazol 1200 mg en una sola dosis. 
c) Ungüento intravaginal: tioconazol 6,5%, 5 g, aplicación vaginal única. 
B. Agentes que requieren prescripción médica: 
a) Cremas intravaginales: butoconazol 2% 5 g en una sola aplicación, terconazol 0,4% 5 
g diariamente por 7 días, terconazol 0,8% 5 g diariamente por 3 días. 
b) Supositorios vaginales: terconazol 80 mg, diariamente por 3 días. 
c) Agente oral: fluconazol 150 mg, una sola dosis oral. 
Además, Sobel 2016 considera utilizar para C. glabrata, ácido bórico (600 mg 





krusei no utilizar fluconazol, y para especies de Candida resistentes a azoles utilizar 
ácido bórico, nistatina, anfotericina B y flucitosina (por 14 días). Si el tratamiento es 
fielmente cumplido, la tasa de cura terapéutica puede alcanzar el 80% (Rice y col., 
2016).  
Los antifúngicos presentan diversas estructuras químicas y mecanismos de acción 
(Tabla 1). Los azoles actúan interrumpiendo la biosíntesis de ergosterol, un esterol 
específico de las membranas celulares del hongo (Heimark y col., 2002; Chen y col., 
2010). Estos inhiben al citocromo P-450-3-A de la célula fúngica, a través de la 
inactivación de la enzima C-14-α-demetilasa, que es esencial para la conversión de 
lanosterol a ergosterol en las membranas celulares de los hongos. Debido a la falta de 
ergosterol se comienzan a acumular esteroles tóxicos intermedios, aumenta la 
permeabilidad de la membrana y se interrumpe el crecimiento del hongo (Perlin, 2009; 
Vandeputte y col., 2012; Morace y col., 2014).  
Los medicamentos polienos se unen al ergosterol presente en la membrana celular 
fúngica, donde se forman poros que alteran la permeabilidad de la membrana lo que 
permite una pérdida de proteínas, glúcidos y cationes monovalentes y divalentes, 
causando la muerte celular (Kanafani y Perfect, 2008; Spampinato y Leonardi, 2013). 
Las equinocandinas matan las células fúngicas desestabilizando sus paredes celulares a 
través de la inhibición de la síntesis de β-1,3-glucanos (Morace y col., 2014). Otros 
antifúngicos, como la sordarina, bloquea la síntesis de proteínas de hongos mediante la 
inhibición del factor de elongación-2. Los nicomicinas inhiben competitivamente la 
quitina sintasa, bloqueando así la formación de la quitina, un componente de la pared 
celular fúngica. La flucitosina es un análogo de pirimidina que inhibe la base de ADN 
celular y la síntesis de ARN (Oliva y col., 2013).  
 
Tabla 1. Mecanismos de acción de drogas antifúngicas convencionales 
Droga Mecanismo de acción 
Azoles Interrumpen la biosíntesis de ergosterol 
Polienos Inserción en la membrana fúngica 
Equinocandinas Inhiben la síntesis de β-1,3-glucanos 
Sordarina Bloquea la síntesis de proteínas 
Nicomicinas Inhiben la formación de quitina 






Es muy frecuente que se recomiende el uso de fluconazol en infecciones por hongos 
(Oliva y col., 2013). Es importante señalar, sin embargo, que prácticamente todos los 
aislados de Candida tienen el potencial para desarrollar resistencia a los agentes 
antifúngicos in vitro, especialmente a los agentes azólicos. En la última década, se han 
notificado casos de mujeres con candidiasis vulvovaginal que no responden a la terapia 
con fluconazol (Gómez Quintero, 2010; Sobel, 2016; Smyth y col., 2018). 
El uso clínico de los diferentes antifúngicos se ve afectado por diversas razones, como 
son: (i) la resistencia intrínseca que presentan algunos hongos a uno o varios 
antifúngicos, (ii) el desarrollo de resistencia secundaria a los mismos, (iii) la toxicidad 
asociada y/o (iv) el elevado costo de algunos de ellos. Por estos motivos la búsqueda de 
compuestos antifúngicos alternativos ha sido una gran preocupación en los últimos años 
(Oliva y col., 2013). 
 
Resistencia  
El número de casos de micosis con falla terapéutica se ha incrementado en el mundo, lo 
cual es atribuible a una deficiencia en la función inmunológica, baja biodisponibilidad 
de los antimicóticos, alteraciones en el metabolismo de los antifúngicos, interacciones 
medicamentosas y resistencia antifúngica primaria o secundaria (Tamayo y Cordella, 
2007). 
La resistencia microbiológica a antifúngicos convencionales se produce cuando el 
crecimiento de un patógeno se inhibe por un agente antimicrobiano a una concentración 
mayor que el intervalo requerido para las cepas de tipo salvaje. La resistencia clínica se 
define como el fracaso en la erradicación de una infección fúngica a pesar de la 
administración de un agente antifúngico con actividad in vitro contra el organismo. 
Tales fallas pueden atribuirse a una combinación de factores que pueden estar 
relacionados con el huésped, el agente antifúngico o el patógeno (Oliva y col., 2013). 
La resistencia microbiológica puede ser primaria (intrínseca) o secundaria (adquirida). 
La resistencia primaria se encuentra naturalmente en ciertos hongos sin exposición 
previa a la droga; esto manifiesta la importancia de la identificación de las especies de 
hongos a partir de muestras clínicas. La resistencia secundaria se desarrolla entre las 
cepas previamente susceptibles tras la exposición al fármaco (Silva y col., 2002). Los 
mecanismos de resistencia antifúngica, ya sea primaria o secundaria, se relacionan con 
las características intrínsecas o adquiridas del hongo patógeno (Mellado y col., 2002; 





Se informaron altos niveles de resistencia a los medicamentos antifúngicos en Candida 
sp.; éstos muestran patrones de resistencia primaria a anfotericina B, clotrimazol, 
fluconazol, itraconazol y nistatina. El hecho de que el fluconazol sea fungistático y no 
fungicida se relaciona directamente con la capacidad de desarrollar resistencia 
secundaria, porque siempre quedan poblaciones que no mueren con el fármaco y 
comienzan a generar mecanismos para defenderse del mismo (Tobar y col., 2011). 
Existen muchos informes que indican resistencia de C. albicans a los azoles, 
hepatotoxicidad y nefrotoxicidad vinculados con el uso de polienos, en particular 
anfotericina B (Oliva y col., 2013). Se sabe que C. glabrata presenta una susceptibilidad 
intrínsecamente baja a los azoles y desarrolla resistencia luego de la exposición a estos 
fármacos, y que C. krusei es naturalmente resistente al fluconazol, lo que complica el 
tratamiento de la candidiasis causada por estas especies (Rossoni y col., 2017). Otro 
aspecto importante de la resistencia de la levadura es que la formación de biopelículas 
puede correlacionarse con el desarrollo de resistencia. Se observó que las células 
adherentes de Candida son más resistentes a los antimicóticos que las células en su 
forma planctónica, y que la resistencia aumenta aún más con la formación de 
biopelículas (Oliva y col., 2013; Del Pozo y Cantón, 2016).  
El aumento creciente de infecciones fúngicas y la aparición de resistencia a los 
antimicóticos han hecho necesario el desarrollo de métodos estandarizados para la 
determinación de la susceptibilidad antifúngica. Tales métodos deben ser reproducibles 
y adaptables a un laboratorio asistencial, de manera que permitan la detección de 
resistencia in vitro, la cual, en la mayoría de los casos, suele correlacionarse con una 
evolución clínica desfavorable. Tanto el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) 
en EE. UU., como el European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST) en Europa han desarrollado guías para la medición estandarizada de la 
sensibilidad de varias especies de hongos a los antimicóticos actuales (Cuenca-Estrella 
y Rodriguez-Tudela, 2010; Pfaller, 2012).   
Como se describió anteriormente, en los últimos años el número de infecciones fúngicas 
en todo el mundo por especies de Candida ha aumentado considerablemente y la 
resistencia a las terapias antifúngicas tradicionales también está aumentando. Las 
opciones terapéuticas actuales parecen ser altamente tóxicas y hay una gran cantidad de 
interacciones entre medicamentos, lo cual ha alentado la búsqueda de nuevas 
alternativas entre productos naturales (Martínez y col., 2011; Khan y col., 2017; Zida y 





superiores, son una fuente potencial de agentes antimicóticos, ya sea en su forma natural 
o como modelos de estructuras para derivados más eficaces (Anibal, 2010; Oliva y col., 
2013).  
 
Actividad antifúngica de productos naturales obtenidos de plantas  
En los últimos años, la investigación de plantas medicinales ha atraído mucha atención 
en todo el mundo debido a diversos factores, entre los que podemos mencionar el 
interés por un tratamiento más natural y la disminución de costos. La evidencia 
acumulada ha demostrado el potencial de las plantas medicinales utilizadas en diversos 
sistemas tradicionales, complementarios, y alternativos para el tratamiento de 
enfermedades humanas (Sher, 2009; Sardi y col., 2013; Rivas-Morales y col., 2016; 
Bernstein y col., 2018). Las plantas medicinales se han utilizado desde la antigüedad y 
constituyen una importante fuente de nuevos medicamentos. Los pueblos nativos de 
América tienen un gran patrimonio de conocimientos del uso de plantas medicinales 
que pueden sorprender a la comunidad científica (Ratera y Ratera, 1980).  
La Fitoterapia es una parte de la Terapéutica, cuyo desarrollo nos permite disponer de 
medicamentos a base de plantas, para prevenir, atenuar o curar un estado patológico, 
generalmente con una actividad suave o moderada, con márgenes terapéuticos 
relativamente amplios, que dan lugar a tratamientos menos agresivos (Martínez y col., 
2011). Una planta medicinal se define como una planta que es útil en terapéutica, ya que 
contiene compuestos activos. De esta manera, las plantas juegan un papel primordial en 
los sistemas de salud pública de países en desarrollo. Es más, durante las últimas 
décadas, el interés del público en las terapias naturales ha aumentado enormemente en 
países industrializados y se encuentra en expansión el uso de plantas medicinales y 
medicamentos cuyas materias primas son drogas vegetales o sus extractos (Martínez y 
col., 2011; Oliva y col., 2013; Abdallah, 2015; Bernstein y col., 2018).  
De acuerdo con una estimación de la Organización de la Salud (OMS), alrededor del 
80% de la población mundial todavía usa hierbas y otras medicinas tradicionales para 
sus necesidades de atención primaria de salud (Choudhary y Sekhon, 2011; Rodrigues 
da Silva y col., 2015). 
En la estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2014-2023 (WHA62.13) se 
señala el rumbo de la medicina tradicional y complementaria (MTC) para el próximo 
decenio; la estrategia tiene dos objetivos principales: prestar apoyo a los Estados 





bienestar y la atención de salud centrada en las personas, y promover la utilización 
segura y eficaz de la MTC mediante la reglamentación de productos, prácticas y 
profesionales. 
Según la definición de la OMS, existen tres tipos de medicamentos a base de plantas: 
material vegetal en bruto, material vegetal procesado y productos herbales medicinales. 
Los medicamentos a base de hierbas son productos etiquetados y terminados que 
contienen ingredientes activos, como partes aéreas o subterráneas de plantas u otros 
materiales vegetales o combinaciones de estos, ya sea en estado bruto o como 
preparaciones vegetales. Los productos de hierbas medicinales son suplementos 
dietéticos que las personas consumen para mejorar su salud y se venden como tabletas, 
cápsulas, polvos, tés, extractos y plantas frescas o secas (Choudhary y Sekhon, 2011). 
Las hierbas se consideran tradicionalmente inofensivas y son cada vez más consumidas 
por personas sin receta médica. Sin embargo, algunos pueden causar problemas de 
salud, algunos no son efectivos y otros pueden interactuar con otras drogas. La 
estandarización de las formulaciones de hierbas es esencial para evaluar la calidad de 
los medicamentos, en función de la concentración de sus principios activos. Los 
métodos convencionales para la estandarización de formulaciones a base de hierbas 
incluyen la autentificación botánica, examen macroscópico, microscópico y molecular, 
determinación de la composición química por diversas técnicas cromatográficas y 
actividad biológica de la planta completa (Choudhary y Sekhon, 2011; Rivas-Morales y 
col., 2016). 
El uso de fitocomponentes con propiedades antimicrobianas, además de incrementar el 
gradiente de acción en el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, también 
promueve el uso alternativo de ciertas plantas y el desarrollo de las regiones donde ellas 
crecen, incentivando al lugareño a asentarse y tener un medio de sustento familiar 
(Martínez y col., 2011). 
Más de 200 especies de plantas han sido estudiadas desde el año 2000 en la búsqueda de 
productos naturales activos frente a Candida spp. Cuando se obtiene un producto 
antifúngico natural, es mejor si se demuestra que tiene propiedades como fungicida, en 
lugar de fungistático. Esto es particularmente importante para los pacientes 
inmunocomprometidos, tales como aquellos con VIH, debido a que el uso profiláctico 
de fármacos de acción fungistática se ha asociado con un aumento de la frecuencia de la 
resistencia innata y adquirida de drogas en los aislados clínicos (Tobar y col., 2011; 





Los productos naturales para combatir C. albicans se han incrementado en los últimos 
diez años, lo que indica un gran esfuerzo para el uso de medicamentos alternativos. Zida 
y col. (2017) evaluaron 142 productos naturales (111 publicaciones de investigación) 
con actividades anti-Candida, de los cuales un 44,37% se reportaron en Asia, 28,17% 
en América, 20,42% en África, 6,34% en Europa y 0,7% en Oceanía. La identificación 
de estos compuestos naturales representa una oportunidad para los países de bajos 
recursos, donde las plantas siguen siendo una fuente vital de tratamiento de 
enfermedades. Debido a que el tratamiento con medicamentos modernos suele ser 
costoso y no tan fácilmente accesible, muchas personas de estos países recurren 
actualmente al uso de remedios tradicionales naturales (Zida y col., 2017). Más del 25% 
de los medicamentos utilizados durante los últimos 20 años derivan directamente de las 
plantas, mientras que otro 25% son derivados de productos naturales, químicamente 
modificados. Cabe mencionar que tan solo entre el 5% al 15% de las aproximadamente 
250,000 plantas de uso medicinal han sido investigadas para compuestos bioactivos. 
Esto subraya el gran potencial de las plantas en la búsqueda de nuevos medicamentos 
(Rivas-Morales y col., 2016). 
El uso tradicional de cada planta generalmente se guía por su disponibilidad y la 
facilidad de preparación del extracto. Existe una variedad de métodos de extracción que 
utilizan solventes y técnicas de extracción diferentes, y el éxito de la extracción depende 
de la duración del período de extracción, el disolvente utilizado, el pH y la temperatura. 
Tanto el material vegetal fresco como el secado pueden usarse como tratamientos, 
aunque la mayoría de los investigadores tienden a usar material seco para estudios de 
extractos. El agua es un excelente solvente para extraer compuestos del material vegetal 
seco. Los compuestos tales como taninos y terpenoides son solubles en agua y se sabe 
que ambos tienen actividad antimicrobiana. Sin embargo, muchos de los principales 
componentes son poco solubles o insolubles en agua y para extraerlos se deben usar 
disolventes orgánicos de polaridad creciente, por ejemplo, éter, éter de petróleo, 
cloroformo, acetato de etilo y etanol (Edwards-Jones, 2013). Se ha demostrado que los 
extractos de plantas consisten en una mezcla compleja de compuestos orgánicos 
metabolitos primarios (polipéptidos y lectinas) y secundarios (compuestos fenólicos 
como flavonoides, flavonoles, flavonas, taninos, cumarinas y poliacetilenos; 
terpenoides; alcaloides, y aceites esenciales), muchos de los cuales son antimicrobianos 






Metabolitos secundarios presentes en plantas medicinales  
El conjunto de reacciones químicas que tienen lugar en un organismo constituye el 
metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrógeno y de la energía termina en 
moléculas comunes a todas las células, llamadas metabolitos primarios, indispensables 
para el crecimiento y desarrollo del individuo; se trata de proteínas, hidratos de carbono, 
lípidos y ácidos nucleicos, presentes en todas las plantas.  Estos metabolitos son 
esenciales para la vida, universales y conservativos (Ávalos García y Pérez-Urria Carril, 
2009). 
A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa del 
carbono asimilado y de la energía a la síntesis de una amplia variedad de moléculas 
orgánicas que no son indispensables para el crecimiento y desarrollo del vegetal, pero si 
para su supervivencia. Estos compuestos se denominan metabolitos secundarios 
(también llamados fitoquímicos, productos secundarios o productos naturales) e 
incluyen compuestos fenólicos, terpenos, alcaloides y glicósidos (Tiwari y col., 2016). 
Difieren de los metabolitos primarios ya que no son universales y conservativos 
(Suárez-Medina y Coy-Barrera, 2016). Estos compuestos pueden servir para disuadir a 
herbívoros o patógenos potenciales y a especies de plantas competidoras o para atraer 
polinizadores o simbiontes. Algunos pueden tener función de defensa ya que actúan 
como fitoalexinas, antialimentarios, antioxidantes y protectores contra la radiación UV, 
la sequía y la salinidad, entre otros (Ignat y col., 2011; Suárez-Medina y Coy-Barrera, 
2016). Se producen en partes específicas de plantas en etapas de desarrollo definidas. 
Las cantidades producidas a menudo son bajas y muy variables (Davey, 2017). 
Además de su valor intrínseco para la planta, muchos metabolitos secundarios son 
comercialmente valiosos y tienen aplicaciones extensas en alimentos, nutracéuticos, 
medicamentos y preparaciones farmacéuticas. En la actualidad, alrededor del 25% de 
todos los medicamentos recetados son derivados de plantas (Tiwari y col., 2016; Davey, 
2017). 
 
Compuestos fenólicos  
Los compuestos fenólicos son el grupo más grande de metabolitos secundarios. El 
elemento estructural fundamental que los caracteriza es la presencia de al menos un 
anillo aromático sustituido por uno o más grupos hidroxilos libres u ocupados por otra 
función: éter, éster o glicósido. Desde el punto de vista de la estructura química, son un 





hasta polímeros complejos como los taninos y la lignina (Ávalos García y Pérez-Urria 
Carril, 2009).  
La biosíntesis de los compuestos fenólicos tiene lugar a través de dos importantes rutas 
primarias: la ruta del ácido shiquímico y la ruta de los poliacetatos (Leyva y col., 
2011). La ruta del ácido shiquímico proporciona la síntesis de los aminoácidos 
aromáticos (fenilalanina o tirosina), que conducen a la síntesis de los ácidos cinámicos y 
sus derivados (fenoles sencillos, ácidos fenólicos, cumarinas, lignanos y derivados del 
fenilpropano). La ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas, entre 
otros. 
La ruta del ácido shiquímico es dependiente de la luz. Se inicia en los plastos por 
condensación de dos productos típicamente fotosintéticos, la eritrosa-4-fostato, 
procedente de la vía de las pentosas fosfato, y el fosfoenolpiruvato, originario de la 
glucólisis. Tras diversas modificaciones, se obtiene el ácido shiquímico, del que derivan 
directamente algunos fenoles. La vía del ácido shiquímico puede continuar con la 
adhesión de una segunda molécula de fosfoenolpiruvato, dando lugar a la fenilalanina, 
un aminoácido esencial propio del metabolismo primario de las plantas. La fenilalanina 
forma parte del metabolismo secundario por acción de la enzima fenilalanina 
amonioliasa, que cataliza la eliminación de un grupo amonio, transformando la 
fenilalanina en el ácido trans-cinámico. Posteriormente, el ácido trans-cinámico se 
transforma en ácido p-cumárico por incorporación de un grupo hidroxilo a nivel del 
anillo aromático. La acción de una Coenzima A (CoA), la CoA-ligasa, transforma el 
ácido ρ-cumárico en ρ-cumaroilCoA, que es el precursor activo de la mayoría de los 
fenoles de origen vegetal (Quiñones y col., 2012). Esta ruta está presente en plantas, 
hongos y bacterias, pero no en animales (Ávalos García y Pérez-Urria Carril, 2009). 
La ruta de los poliacetatos comienza a partir de una molécula inicial de acetilCoA, y a 
través de una serie de condensaciones se originan los poliacetatos. Por reducción de los 
poliacetatos se forman los ácidos grasos, y por ciclación se forman una gran variedad de 
compuestos aromáticos, como las quinonas y otros metabolitos que se generan a través 
de rutas mixtas. Esta vía es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias, pero 
es poco empleada en plantas superiores (Ávalos García y Pérez-Urria Carril, 2009).  
Las rutas mixtas combinan precursores tanto de la vía del ácido shiquímico como de la 
ruta de los poliacetatos (Quiñones y col., 2012). Los flavonoides se biosintetizan por 







Figura 2.  Esquema de las rutas biosintéticas de los polifenoles. 
 
Los compuestos fenólicos se pueden clasificar de acuerdo con su estructura en: 
• Compuestos fenólicos no flavonoides: fenólicos simples, ácidos benzoicos y 
relacionados, acetofenonas, ácidos fenol acéticos, ácidos cinámicos y 
relacionados, cumarinas y relacionados, benzofenonas y estilbencenos, xantonas 
(Tabla 2). 
• Compuestos fenólicos flavonoides: donde se incluyen chalconas, flavonas, 
flavonoles, flavanonas, antocianinas, dihidroflavonoles e isoflavonoides (Tabla 
3). 
 
Otra clasificación frecuentemente utilizada es: 
• Compuestos fenólicos simples: Fenoles, benzoquinonas, ácidos fenólicos 
(benzoicos, fenilacéticos, cinámicos), acetofenonas, fenilpropenos, 
cumarinas e isocumarinas, cromonas, naftoquinonas.  
• Compuestos polifenoles: xantonas, estilbenos, antraquinonas, flavonoides, 























































 Fuente: Vázquez-Flores y col. (2012). 
 
Ácidos fenólicos 
Entre los ácidos fenólicos se pueden diferenciar dos grupos principales, los ácidos 
benzoicos y los ácidos cinámicos (Figura 3). Los ácidos benzoicos o derivados del ácido 
hidroxibenzoico, tienen una estructura básica C6-C1. Los principales son el ácido gálico, 
salicílico, p-hidroxibenzoico, protocatéquico, vainíllico y siríngico (Macheix y col., 
1990). Los ácidos cinámicos o derivados del ácido hidroxicinámico, están ampliamente 
distribuidos como conjugados en materias vegetales, tienen una estructura básica C6-C3. 
Los más comunes son el ácido cafeico, ferúlico, sinápico y p-cumárico. Se encuentran 






Figura 3. Estructura química de los ácidos benzoicos y cinámicos.  
 
Lignanos 
Los lignanos ocupan una gran área en el reino vegetal. Se han identificado en alrededor 
de 70 familias (Zhang y col., 2014; Yoder y col., 2015). En términos de evolución, los 
lignanos aparecieron en las plantas terrestres primitivas, pero no están presentes en las 
algas (Zhang y col., 2014; Satake y col., 2017). 
Son compuestos fenólicos derivados del metabolismo fenilpropanoide al igual que las 
ligninas y comúnmente son dímeros de monolignoles unidos en C6 y C3 al átomo de 
carbono 8 de la cadena propilo. Los lignanos pueden ser clasificados en cinco tipos de 
acuerdo a sus estructuras: lignanos, neolignanos, norlignanos, lignanos híbridos y 
lignanos oligoméricos (Zhang y col., 2014). Basados en el camino por el cual el oxígeno 
es incorporado en el esqueleto carbonado y el patrón de ciclización, los lignanos son 
clasificados en 8 subgrupos (Figura 4), furofuranos, furanos, dibencilbutano, 
dibencilbutirolactona, ariltetralina, arilnaftaleno, dibencilciclooctadieno y 
dibencilbutirolactol (Satake y col., 2017). 
Los lignanos han atraido considerable atención debido a sus numerosas propiedades 
farmacológicas, tales como antitumoral (cáncer de colon, mama y próstata), 
hepatoprotectora, insecticida, antifúngica, antihipertensiva, sedativa, antioxidante 







Figura 4. Principales tipos de lignanos (Satake y col., 2017). 
 
Flavonoides 
En las plantas, los flavonoides confieren resistencia contra la fotooxidación de la luz 
ultravioleta del sol, intervienen en el transporte de hormonas y algunos funcionan como 
defensa ante los depredadores o como atrayentes de polinizadores o como 
antimicrobianos (Estrada-Reyes y col., 2012).  Son compuestos de bajo peso molecular 
que comparten un esqueleto común de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos 
anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterocíclico) (Tabla 
3). Los átomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B 








































                 Fuente: Vázquez-Flores y col. (2012). 
En función de sus características estructurales se pueden clasificar en: 
1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posición 3 del anillo C. 
2. Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en 
posición 4 y un grupo -OH en posición 3 del anillo C. 
3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posición 4 del 
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posición C3. 
4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posición 3, pero además poseen 
un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C. 
Tres características estructurales de los flavonoides son importantes para su función: a) 





en posición 2,3; c) La presencia de un grupo hidroxilo en posición 3 y 5 (Martínez-
Flores y col., 2002). 
A los flavonoles y las flavonas se unen azúcares, preferentemente a la posición C3 y con 
menor frecuencia al C7 del anillo A, de forma que estos compuestos se encuentran 
comúnmente como O-glicósidos, siendo la D-glucosa el residuo azúcar más frecuente.  
La parte sin azúcares de la molécula flavonoide se denomina aglicona. Los glicósidos 
son más solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que su aglicona o 
flavonoide respectivo. Se han identificado más de 5.000 flavonoides diferentes 
(Cheynier y col., 2015; Bhargav y col., 2018).  
 
Chalconas 
Las chalconas son los precursores de todos los flavonoides; presentan los anillos A y B 
y una cadena carbonada estructuralmente relacionada al propano (Tabla 3). 
Las chalconas están involucradas en el color amarillo- anaranjado de las flores y por 
ende en su polinización (Peñarrieta y col., 2014).  
El interés medicinal de las chalconas y su potencial aplicación en el área cosmética y en 
la industria alimentaria ha incrementado notablemente en los últimos años (Cazarolli y 
col., 2010; Ramírez y col., 2012; Insuasty-Obando, 2016). 
Estos compuestos presentan propiedades como antioxidantes, antiinflamatorios, 
antiinfecciosos, citoprotectores, hepatoprotectores, antiobesidad, antidiabéticos, 
anticancerosos, reversión de la resistencia a múltiples fármacos, antihistamínicos, 
antiarrítmicos, antiagregantes plaquetarios, antiesteroidales, antiulcerosos, 
antiamiloides, anti-angiogénicos, anti-nociceptivos, ansiolíticos, hipnóticos y anti-
espasmódicos (Karimi-Sales y col., 2018).  
 
Taninos 
Los taninos son compuestos fenólicos hidrosolubles con un peso molecular 
comprendido entre 300 y 3000 Da. Estos compuestos contienen un gran número de 
grupos hidroxilo, entre otros grupos funcionales, siendo por tanto capaces de unirse a 
proteínas y a otras macromoléculas (Sieniawska y Baj, 2017).  
Los taninos pueden clasificarse en dos grupos: taninos hidrolizables y taninos 
condensados o no hidrolizables.  
Los taninos hidrolizables tienen como núcleo central un alcohol polihidroxilado como 





con el ácido gálico o con el ácido hexahidroxidifénico, formando los galotaninos y 
elagitaninos, respectivamente (Chung y col., 1998) (Figura 5). Los galotaninos son los 
taninos más simples que existen, están formados por unidades galoil o di-galoil 
esterificadas a un núcleo de glucosa u otro alcohol polivalente. Los elagitaninos son 
ésteres del ácido hexahidroxidifénico (HHDP); después de la hidrólisis de los 
elagitaninos, el grupo HHDP se deshidrata y lactoniza espontáneamente, formando 
ácido elágico (Khanbabaee y Van Ree, 2001). La mayoría de los elagitaninos son 
mezclas de esteres entre el HHDP y el ácido gálico. Además, hay estructuras complejas 
que contienen elementos estructurales de diversos grupos químicos. Las llamadas 
procianidinas-elagitaninos contienen catequinas o epicatequinas unidas 
glicosidicamente a una unidad de elagitanino. Luego de la hidrólisis, los taninos 
complejos producen catequinas o epicatequinas y ácido gálico o ácido elágico (Serrano 
y col., 2009).  
 
Figura 5. Estructuras de taninos hidrolizables. 
 
Los taninos condensados o proantocianidinas son los productos polimerizados de una 
catequina o flavan-3-ol o flavan-3,4-diol o una mezcla de ambos, mediante enlaces 
interflavan (4-6 y/o 4-8) (Figura 6). La variación del patrón de hidroxilación permite 
clasificar a los taninos condensados en varios subgrupos: propelargonidinas (3,4ʹ,5,7-
OH), procianidinas (3,3ʹ,4ʹ,5,7-OH), prodelfinidinas (3,3ʹ,4ʹ,5,5ʹ,7-OH), 





(3,3ʹ,4ʹ,5ʹ,7-OH), promelacacidinas (3ʹ,4ʹ,7,8-OH), pro-apigeninidinas (4ʹ,5,7-OH) y 
proluteolinidinas (3ʹ,4ʹ5,7-OH). De estos subgrupos, las procianidinas son las más 
comunes. En ciertas posiciones las proantocianidinas pueden ser esterificadas con ácido 
gálico o excepcionalmente con azúcares (Serrano y col., 2009). Se asume que el rol 
biológico de los taninos en las plantas está relacionado con la defensa contra 
microorganismos, insectos o animales. Los taninos condensados son acumulados en 
tanosomas, una organela clorofilácea encerrada en la vacuola. En ese sitio no interfiere 
con el metabolismo de la planta y no reacciona con las proteínas. Solo después de la 
ruptura celular puede ejercer efectos metabólicos (Sieniawska y Baj, 2017). 
 
 
Figura 6. Modelo de estructura de un tanino condensado.  
 
Desde el punto de vista farmacológico, los taninos presentan acciones derivadas de su 
capacidad de acomplejarse y precipitar con metales, alcaloides y proteínas. Se utilizan 
como antidiarreicos, antisépticos, antibacterianos, antifúngicos, antiviral, 
antiinflamatorios, vasoconstrictor, antiúlceras, antitumorales, antioxidantes, inhibidores 
de enzimas relacionadas con el síndrome metabólico, entre otros (Serrano y col., 2009; 
Vladimir-Kneževic y col., 2011; Vázquez-Flores y col., 2012; Olivas-Aguirre y col., 
2015; Sieniawska y Baj, 2017; Amarowicz y Janiak, 2018).  
 
Actividad biológica de los compuestos fenólicos  
Los compuestos fenólicos son sustancias biológicamente activas y existen numerosas 





humanos, que indican que estos compuestos proporcionan un beneficio al organismo 
frente a diversas enfermedades. Estos compuestos presentan propiedades como 
antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios, inmunomoduladores, antihelmínticos, 
antihepatotóxicos, quimiopreventivos y anticáncer, entre otras (Zampini y col., 2005, 
2008, 2009, 2012; Waterman y col., 2010; Fakurazi y col., 2012; D’Almeida y col., 
2012, 2013; Cabrera y Mach, 2012; Knežević y col., 2012; Verri y col., 2012; Carocho 
y Ferreira, 2013, Andrade y Fasolo, 2014; Christensen y Christensen, 2014; Kim y col., 
2014; Pérez y col., 2014; Zhang y col., 2014; Saric y Sivamani, 2016; Orqueda y col., 
2017; Dunaway y col., 2018; Peixoto y col., 2018; Roleira y col., 2018).  
Estrés oxidativo y mecanismos de defensa antioxidante 
Todos los organismos aerobios requieren oxígeno para la producción eficiente de 
energía; sin embargo, el oxígeno puede resultar tóxico en concentraciones elevadas e 
incluso en concentraciones similares a las del aire. La toxicidad del oxígeno no se debe 
a la propia molécula de oxígeno, sino a la producción, a partir del oxígeno, de especies 
parcialmente reducidas y altamente reactivas. La mayor parte de los efectos nocivos del 
oxígeno pueden ser atribuidos a la formación de radicales libres que se originan a partir 
de él. 
 
Naturaleza de los radicales libres de oxígeno 
Los radicales libres son átomos o grupos de átomos que tienen un electrón desapareado 
o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electrón de moléculas 
estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquímica. Una vez que el radical libre 
ha conseguido sustraer el electrón que necesita, la molécula estable que se lo cede se 
convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrón desapareado, 
iniciándose así una verdadera reacción en cadena que destruye nuestras células 
(Hernández-Rodríguez y col., 2014; Fernandes y col., 2018). La vida media biológica 
del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo 
que esté a su alrededor, provocando un gran daño a moléculas, membranas celulares y 
tejidos. Esta situación, conocida como estrés oxidativo, se define como un desbalance 
entre los radicales libres y los sistemas de defensa, donde se imponen los primeros 
(Sugimoto y Takei, 2017).  
El oxígeno es un birradical que fácilmente capta electrones generando las especies 
reactivas del oxígeno (EROs), que incluyen al anión superóxido (O2





hidrógeno y el radical hidroxilo (HO•), completando su reducción hasta agua, como se 
muestra en la Figura 7. 
 
Figura 7. Formación de las especies reactivas del oxígeno. 
Las EROs pueden ser: 
-Radicales: tales como anión superóxido (O2
-•), peroxilo (ROO•), hidroxilo (OH•), óxido 
nítrico (NO•). 
-No radicales: peróxido de hidrógeno (H2O2), oxígeno singulete (
1O2), peroxinitrito 
(ONOO-), entre otros. 
 
Producción de radicales libres de oxígeno en los sistemas biológicos 
▪ Fuentes exógenas de radicales libres de oxígeno 
La radiación ionizante, la radiación ultravioleta y las radiaciones particuladas son 
fuentes de radicales libres por transferir su energía a componentes celulares como el 
agua. Estas radiaciones causan la fisión heterolítica del agua para producir átomos de 
hidrógeno y radicales hidroxilos y, en presencia de oxígeno, radical superóxido y 
peróxido de hidrógeno (Oztürk y Ayar-Kayali, 2008; Usenko y col., 2008; Gil-
Hernández, 2010; Martins y col., 2016). 
Distintos compuestos entre los que se encuentran pesticidas, contaminantes 
atmosféricos, el humo del tabaco, anestésicos, antimicrobianos, fármacos 
anticancerígenos y otros medicamentos, cuando son metabolizados en el organismo, dan 
lugar a radicales libres.  
▪ Fuentes intracelulares de radicales libres de oxígeno 
Las especies reactivas del oxígeno pueden ser producidas por fuentes endógenas, en 
procesos tales como la cadena respiratoria, fagocitosis, sistema citocromo P-450, 






Citotoxicidad de los radicales libres de oxígeno 
Los radicales libres no son intrínsecamente deletéreos; de hecho, nuestro propio cuerpo 
los produce en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus (Avello y 
Suwalsky, 2006). Pero cuando hay una sobreproducción de estos radicales libres, o bien 
cuando los sistemas de defensa están deteriorados, estas especies químicas tan altamente 
reactivas resultan perjudiciales (Gil-Hernández, 2010). 
Las interacciones de los radicales libres de oxígeno con los constituyentes celulares dan 
lugar a alteraciones en el metabolismo celular y provocan daños subcelulares que 
pueden conducir a la aparición de la enfermedad e incluso a la muerte (Hernández-
Rodríguez y col., 2014). 
Los radicales libres, incluyendo los derivados del oxígeno molecular, son capaces de 
interaccionar con casi cualquiera de las biomoléculas que constituyen las células. Las 
proteínas, los lípidos, los ácidos nucleicos y los hidratos de carbono son los blancos 
fundamentales de las reacciones de los radicales libres de oxígeno (Esfanjani y Jafari, 
2017; Grzesik y col., 2018). 
El principal efecto de la oxidación de lípidos de membrana a través de las reacciones en 
cadena de peroxidación lipídica es la pérdida de fluidez de la membrana. Esto altera sus 
propiedades y funcionalidad, e incluso puede liberar proteínas ligadas a la membrana 
celular (Beckman y Ames, 1998). Además, los productos de peroxidación lipídica (ej. 
malondialdehido) son capaces de reaccionar con proteínas, fosfolípidos y ácidos 
nucleicos, causando modificaciones estructurales de estas moléculas (Lee y col., 2004). 
En relación con las patologías asociadas con el estrés oxidativo, la oxidación de las 
lipoproteínas plasmáticas de baja densidad (LDL) ha sido implicada en el desarrollo de 
la arterosclerosis (Abuja y Albertini, 2001). 
El daño oxidativo a las proteínas incluye la oxidación de grupos sulfhidrilo, reacciones 
de oxidación catalizadas por metales que inducen uniones entre residuos de 
aminoácidos en las cercanías de los sitios de unión con metales, reacción con aldehídos, 
uniones cruzadas entre proteínas y fragmentación de péptidos (Beckman y Ames, 1998). 
Estas lesiones de proteínas son importantes in vivo porque introducen modificaciones 
que pueden afectar la función de receptores, enzimas, proteínas transportadoras, e 
incluso generar nuevos antígenos capaces de desencadenar una respuesta inmune. 
Las modificaciones proteicas podrían contribuir al daño secundario de otras 





alterando el funcionamiento de las ADN polimerasas durante la replicación del ADN 
(Halliwell y Whiteman, 2004). 
Los hidratos de carbono también son blanco de los radicales libres de oxígeno. 
Monosacáridos como la glucosa, el manitol, los desoxiazúcares y también ciertos 
nucleótidos pueden fácilmente reaccionar con los radicales hidroxilos para producir 
nuevos radicales libres altamente reactivos. La glucosilación de las proteínas, por lo 
tanto, las hace más susceptibles a la oxidación por radicales libres. 
Los radicales libres también pueden reaccionar con polímeros de hidratos de carbono, 
induciendo normalmente su fragmentación (Gil-Hernández, 2010).  
Los ácidos nucleicos son susceptibles al daño oxidativo, el cual incluye modificaciones 
en las bases nitrogenadas, la formación de aductos entre bases y azúcares, uniones entre 
timina y tirosina, roturas de la hebra de ADN y enlaces cruzados con otras moléculas 
(Zorrilla García y col., 2004). 
Si el estrés oxidativo es excesivo, los sistemas de reparación del ADN se pueden ver 
superados, estas modificaciones pueden conducir a mutagénesis y carcinogénesis (Lee y 
col., 2004; Venkat-Ratnam y col., 2006; Reuter y col., 2010; Kandikattu y col., 2015; 
Roleira y col., 2018). 
Diariamente, cerca del 1% de las EROs escapan al control de las defensas antioxidantes 
endógenas, contribuyendo al daño oxidativo de moléculas vitales (Berger, 2005). Las 
EROs están implicadas en la etiología del envejecimiento y de enfermedades que 
incluyen los problemas cardiovasculares, esclerosis múltiple, trastornos neurológicos 
(como el mal de Parkinson o el de Alzheimer), enfermedades autoinmunes o procesos 
inflamatorios (Valko y col., 2007; Marotte y Zeni, 2013; Martins y col., 2016; Esfanjani 
y Jafari, 2017; Grzesik y col., 2018). 
 
Sistemas antioxidantes 
Las células disponen de un complejo mecanismo de defensa contra los radicales libres, 
constituido por los agentes antioxidantes conocido como sistema antioxidante 
endógeno.  
▪ Sistemas antioxidantes endógenos 
Los mecanismos de defensa antioxidante están integrados por sistemas enzimáticos y no 
enzimáticos (Tabla 4). El primero de ellos está conformado por enzimas como la 





las primeras defensas contra los radicales libres y actúan neutralizando a especies 
altamente reactivas en moléculas menos dañinas para la célula (Figura 8). 
 
Figura 8. Reacciones enzimáticas antioxidantes. Descomposición de hidroperóxidos. 
  
El otro sistema endógeno, no enzimático, está conformado por compuestos tales como 
el glutatión reducido, ácido úrico, bilirrubina, albúmina y Coenzima Q. 
▪ Sistemas antioxidantes exógenos  
En una célula normal, existe un equilibrio apropiado entre los sistemas que generan 
radicales (o pro-oxidantes) y los antioxidantes endógenos (defensas de la célula). Sin 
embargo, este equilibrio puede declinarse a favor de las sustancias pro-oxidantes cuando 
aumenta la producción de radicales. Cuando se forma un exceso de radicales libres, 
ellos pueden sobrepasar a las defensas antioxidantes endógenas y por ello, suena 
razonable proponer que los antioxidantes exógenos pueden jugar un papel importante en 
la prevención del daño causado por estrés oxidativo. Dentro de los antioxidantes 
exógenos se encuentran las vitaminas E y C, las proteínas y péptidos, los compuestos 
fenólicos, y los carotenoides, entre otros (Andrade y Fasolo, 2014; Esfanjani y Jafari, 
2017; Roleira y col., 2018). 
 
Antioxidantes sintéticos 
Dentro de este grupo se encuentran productos de amplio uso en el sector alimentario 
como butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroquinona terciaria 
(TBHQ) y los ésteres derivados del ácido gálico, como el propil galato (PG) (Barreira y 
Ferreira, 2018). Estas sustancias son en general liposolubles, salvo el PG que es 
hidrosoluble (Pokorny y col., 2001). Son, en conjunto, efectivas a concentraciones muy 
bajas (ppm) y se suelen emplear combinadas ya que actúan de modo sinérgico en la 
conservación de aceites y grasas para freír, productos de aperitivo, cereales 





Los antioxidantes sintéticos han levantado sospechas de ser cancerígenos, lo que llevó a 
que las investigaciones se vuelquen al estudio de antioxidantes naturales, 
principalmente a los encontrados en plantas (Hwang y col., 2001; Singh y col., 2002; 
Kanatt y col., 2007; Abdelli y col., 2016; Abootalebian y col., 2016). 
 
Tabla 4. Principales sistemas de defensa antioxidante del organismo. 
 
SISTEMAS DE DEFENSA 
 





-Glutatión peroxidasa (GPx) 
-Glutatión reductasa (GRed) 
-Glutatión-s-transferasa (GST) 









-Glutatión reducido (GSH) 
 
-Ubiquinol (Coenzima Q) 
 
-Eliminación de radical superóxido 
-Eliminación de hidroperóxidos 
-Eliminación de hidroperóxidos 
-Reducción de glutatión oxidado 
-Eliminación de peróxidos lipídicos 
-Reparación de residuos oxidados de metionina 
-Descomposición de peróxido de hidrógeno y 
 peróxidos lipídicos 
 
 
-Captador de oxígeno singulete y radicales libres 
-Actividad peroxidasa en presencia de glutatión 
reducido 
-Captación de radicales peroxilo 
-Sustrato para la acción de las enzimas GPx y GST y 
captador de radicales libres 










-Reacción con superóxido, oxígeno singulete y radical 
peroxilo. Regeneración de tocoferoles 
-Protección de membranas lipídicas. Bloqueo de la 
cadena de reacciones de peroxidación 
-Desactivación del oxígeno singulete. Bloqueo de la 
cadena de reacciones de peroxidación 
-Captación de radicales libres y actividad quelante de 
metales 







Los compuestos fenólicos como antioxidantes naturales 
La actividad antioxidante de los compuestos fenólicos resulta de una combinación de 
sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, desactivando 
especies reactivas de oxígeno tales como oxígeno singlete, radical hidroxilo, anión 
superóxido, etc.  (Martínez-Flórez y col., 2002; Zampini y col., 2008, 2012; Morán 
Vieyra y col., 2009, Quiñones y col., 2012; Roleira y col., 2015; Esfanjani y Jafari, 
2017, Bernstein y col., 2018). También se ha propuesto que pueden reaccionar con los 
radicales peroxilo cediendo un protón o un electrón, interrumpiendo la propagación de 
la reacción en cadena (Carocho y Ferreira, 2013; Andrade y Fasolo, 2014). Además, 
pueden actuar como inhibidores de enzimas prooxidativas, tales como lipooxigenasa, 
ciclooxigenasa y la xantina oxidasa; evitando así la formación de especies reactivas de 
oxígeno y de hidroxiperóxidos orgánicos (López-Alarcón y Denicola, 2013; Torres 
Carro y col., 2015, 2017; Rivas-Morales y col., 2016; Spagnuolo y col., 2018). Sumado 
a esto, se ha visto que también inhiben enzimas involucradas indirectamente en los 
procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2; al mismo tiempo que estimulan otras con 
reconocidas propiedades antioxidantes, como la catalasa y la superóxido dismutasa 
(Escamilla Jiménez y col., 2009; Roleira y col., 2015; Esfanjani y Jafari, 2017).  
Con respecto a la relación estructura-actividad, se demostró que los flavonoides con 
sustituyentes dihidroxílicos en posiciones 3´ y 4´ en el anillo B son más activos como 
antioxidantes y que este efecto es potenciado por la presencia de un doble enlace entre 
los carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la posición 3 y un grupo carbonilo en la 
posición 4 (Carocho y Ferreyra 2013; Andrade y Fasolo, 2014). 
Es importante destacar que algunos polifenoles pueden actuar como 
antioxidantes/prooxidantes dependiendo de la concentración y de la disponibilidad de 
estos en el organismo, así la exposición a altos niveles de flavonoides puede originar 
especies reactivas de oxígeno, tales como oxígeno singlete que puede provocar daño en 
el material genético (López-Alarcon y Denicola, 2013; Fernandes y col., 2018). 
Por otro lado, se demostró que los hidroxicinamatos y sus derivados ejercen efectos 
beneficiosos para la salud, incluidas las actividades antidiabéticas, antioxidantes y 
antimelanogénicas (Kim y col., 2012), basadas principalmente en sus propiedades 
antioxidantes. Se sugirió que esta actividad está relacionada con su capacidad de donar 
hidrógeno o electrones y su capacidad para deslocalizar/ estabilizar el radical fenoxilo 
resultante dentro de su estructura (Teixeira y col., 2013). Se informó que la presencia de 





importancia significativa para la actividad antioxidante, mientras que la presencia de 
tres grupos hidroxilos no necesariamente mejora la actividad (Razzaghi-Asl y col., 
2013).  
En la actualidad se desarrollan numerosas investigaciones tendientes a la búsqueda de 
productos naturales que presenten capacidad antioxidante para proteger y mitigar los 
daños ocasionados por los radicales libres y las EROs (Ordoñez y col., 2006; Zampini y 
col., 2008; Mercado-Mercado y col., 2013; Roleira y col., 2015; Martins y col., 2016; 
Burri y col., 2017; Esfanjani y Jafari, 2017; Al-Rifai, 2018; Grzesik y col., 2018; 
Roleira y col., 2018).  
 
Proceso inflamatorio  
La actividad antiinflamatoria ha despertado en los últimos años un gran interés 
científico en el área farmacológica, principalmente en virtud de la capacidad potencial 
de ciertos compuestos de interferir en la evolución de enfermedades que cursan con 
procesos inflamatorios. La inflamación se puede definir como una respuesta defensiva 
del organismo frente a un agente irritante y se caracteriza por el movimiento de células 
y fluidos desde la sangre hacia los tejidos extravasculares en el lugar en el que se ha 
iniciado el estímulo nocivo, bajo la influencia de factores quimiotácticos producidos 
localmente (Ferrero-Miliani y col., 2007).  
El proceso inflamatorio involucra una serie de eventos inespecíficos que pueden ser 
provocados por numerosos estímulos o agresiones del medio (ej.: agentes biológicos, 
isquemia, interacciones antígeno-anticuerpo, traumatismos, lesiones térmicas o 
fisicoquímicas de otra índole, etc.). Cada tipo de estímulo provoca una respuesta 
característica, que a nivel macroscópico esta usualmente acompañada por conocidos 
signos clínicos como edema, rubor, calor, dolor espontáneo a la palpación y desorden de 
la función tisular (Martínez y Garrido, 2013). 
Estos hechos pueden agruparse en tres procesos: necrosis, inflamación y reparación. 
• Necrosis: se produce como resultado de la muerte de células o tejidos debido a un 
daño endógeno o exógeno. 
• Inflamación: es la respuesta del organismo a este hecho, actúa como un 
mecanismo que sirve para aislar al agente causal del daño y al tejido, evitando de 
esa forma la expansión de la lesión, así como también para remover los desechos 





• Reparación del tejido: ya sea por regeneración del tejido original o por reemplazo 
de este con tejido conectivo (Granger y Senchenkova, 2010; Hart y Loeffler, 2012). 
 
Enzimas del proceso inflamatorio 
Cuando se produce un daño celular se inicia la producción de eicosanoides, cuya fuente 
principal es el ácido araquidónico (AA) (Kumar y col., 2008). Los eicosanoides derivan 
de ácidos grasos esenciales de 20 carbonos que contienen 3, 4 ó 5 uniones dobles.  En el 
hombre, el AA es el precursor más abundante de eicosanoides y deriva del ácido 
linoleico de los alimentos o puede ser ingerido directamente como parte de la dieta.  
El AA es un ácido graso poliinsaturado que se encuentra unido mediante enlaces éster a 
los fosfolípidos de la membrana celular. Su liberación se produce en respuesta a 
estímulos físicos, químicos, mecánicos, hormonales o inmunológicos por acción de la 
enzima Fosfolipasa A2 (FLA2), que se activa como resultado de un aumento de los 
niveles intracelulares de calcio y por acción de distintas quinasas intracelulares (Gálvez 
Lima, 2007; Lorenzo y col., 2008). 
Una vez liberado, el AA es rápidamente oxidado y se obtienen eicosanoides mediante 
dos rutas alternativas (Figura 8): la vía de la Ciclooxigenasa (COX), cuyo producto final 
son las Prostaglandinas (PGs) y Tromboxanos (TXs); y la vía de la Lipoxigenasa 
(LOX), a partir de la cual derivan los leucotrienos (LTs) y lipoxinas (LX) (Das, 2018).  
 
Fosfolipasa A2 (FLA2) 
Esta enzima cataliza el primer paso en el metabolismo del ácido araquidónico. Está 
representada por un gran grupo de hidrolasas que atacan las uniones acilo de los 
fosfolípidos para liberar un ácido graso libre y un lisofosfolípido (García y García 
Cardona, 2009). Las fosfolipasas se pueden clasificar en dos grandes grupos, en relación 
con su sitio de acción sobre las moléculas de fosfolípidos: fosfolipasas de secreción 
(sFLA2), de bajo peso molecular, y fosfolipasas intracelulares o citosólicas (cFLA2), de 
elevado peso molecular. A su vez, estas enzimas pueden clasificarse de acuerdo con su 
dependencia del calcio en dependientes o independientes de calcio (Murakami y col., 
2016).  
Las fosfolipasas juegan un papel fundamental en el metabolismo de los fosfolípidos y 
participan en una gran variedad de funciones vitales del organismo, como la 





en el sistema cardiovascular y pulmonar, inducción de la proliferación celular, entre 
otras (Valdés Rodríguez y col., 2002). 
En el proceso inflamatorio, la FLA2 ataca los fosfolípidos de la membrana plasmática, 
liberando ácido araquidónico, que luego será utilizado en las vías de la ciclooxigenasa y 
lipoxigenasa para producir mediadores de la inflamación, y un lisofosfolípido, el cual, a 
su vez, será utilizado en la síntesis del factor de activación plaquetaria (FAP), otro 
importante mediador de la inflamación.  
 
Figura 8. Metabolismo del ácido araquidónico. 5-HPETE:  ácido 5-
hidroperoxieicosatetraenoico; AINES: antiinflamatorios no esteroides; PGG2: 
prostaglandina G2; PGH2: prostaglandina H2. 
 
Vía de la Ciclooxigenasa 
La primera enzima de esta vía es la Ciclooxigenasa (COX), también conocida como 
Prostaglandina G/H Sintasa. Esta enzima se presenta en dos isoformas: una constitutiva, 
denominada COX-1, que se encuentra en casi todos los tipos celulares, aunque su 
producción se encuentra aumentada en la mucosa gástrica, plaquetas, endotelio vascular 
y riñón; y una isoforma inducible denominada COX-2, que se sintetiza rápidamente en 
la mayoría de los tejidos en respuesta a citoquinas, factores de crecimiento, endotoxinas 
y promotores tumorales (Devlin, 2006; Batlouni, 2010; Meirer y col., 2014).  
La COX-2 actúa sobre el AA llevando a cabo dos procesos: primero lo oxida y cicla 
dando prostaglandina G2 (PGG2), y posteriormente produce la peroxidación de este 





rápidamente metabolizada por diferentes enzimas específicas para sintetizar las 
prostaglandinas PGD2 y PGE2, la prostaciclina PGI2 y el tromboxano A2 (TXA2). Las 
actividades biológicas de los productos de la COX incluyen la generación de una 
vasodilatación localizada en respuesta a la inflamación aguda (PGD2 y PGE2), 
vasoconstricción (PGI2 y TXA2), aumento de la permeabilidad vascular (PGD2), fiebre 
y cansancio (PGE2), quimiotaxis de neutrófilos e inhibición de la agregación plaquetaria 
(PGD2); siendo este último de gran importancia para el mantenimiento del equilibrio 
ante la agregación plaquetaria inducida por el TXA2. El TXA2 tiene, además, acción 
mitogénica y la PGE2 induce el crecimiento celular (Batlouni, 2010; Smyth y 
FitzGerald, 2010).  
 
Vía de la Lipoxigenasa 
Las principales enzimas de esta vía son las LOXs; entre las que se destacan la 12-LOX, 
5-LOX y 15-LOX, nombradas de esta manera por el número de carbono donde se 
produce la oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados. El ácido araquidónico en 
presencia de Ca2+ y por acción de la enzima LOX se transforma en ácidos 
hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETE), hidroxieicosatetraenoicos (HETE) y 
leucotrienos (LT), todos hidroperóxidos de lípidos. De las tres, la 5-LOX es la de mayor 
importancia, puesto que, además de sintetizar el correspondiente ácido 5-HPETE, 
produce leucotrienos (LT), importantes mediadores de la inflamación (Wisastra y 
Dekker, 2014). La actividad biológica de estos mediadores está asociada a una gran 
variedad de procesos fisiológicos, entre los que se destaca la desgranulación, agregación 
y quimiotaxis de neutrófilos, aumento de la permeabilidad vascular, relajación y 
contracción del musculo liso, amplificación del dolor, entre otros (García Barreno, 
2008). La LOX 12 y 15 están presentes en múltiples sistemas y órganos del cuerpo, 
incluyendo islotes pancreáticos, tejidos adiposos, vascular y nervioso. De allí que estas 
enzimas y sus metabolitos son importantes en estados de enfermedad, como ser, 
diabetes, arterosclerosis, enfermedad renal, obesidad y varias enfermedades del sistema 
nervioso central y periférico (Li y col., 2018). 
 
Limitaciones en el uso de antiinflamatorios comerciales  
Existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios: 
1. Los antiinflamatorios esteroides o glucocorticoides, que son los más potentes 





estimulan la síntesis de lipocortinas, proteínas inhibidoras de la FLA2, por lo que 
inhiben la síntesis de PG y LT. El inconveniente de los corticoides es que poseen 
importantes efectos secundarios (Bernstein y col., 2018), como complicaciones 
cardiovasculares, gastritis, efectos neuropsiquiátricos, defectos en los depósitos de 
calcio en los huesos, efectos cutáneos, cúmulos de grasa corporal, entre otros. 
2. Los antiinflamatorios no esteroides (AINEs), son sustancias que ejercen sus efectos 
terapéuticos mediante la inhibición de la COX, lo que lleva a una disminución de los 
metabolitos proinflamatorios, como la PGE2 (Meirer y col., 2014). La inhibición de 
COX-1 provoca la mayoría de las reacciones adversas gastrointestinales y 
complicaciones cardiovasculares, mientras que la inhibición de COX-2 produce los 
efectos antiinflamatorios. De este modo, la aparición de compuestos con acción 
preferencial sobre COX-2 proporciona importantes ventajas terapéuticas. La nimesulida 
representa una clase de AINE que se caracteriza por su acción selectiva sobre la COX-2. 
Un inconveniente del uso de inhibidores de la COX en el tratamiento de procesos 
inflamatorios es el incremento concomitante de LT, debido a la desviación del 
metabolismo del AA hacia la ruta de la 5-LOX. A pesar de que los inhibidores de la 5-
LOX han mostrado efectos protectores, también presentan inconvenientes debido a 
biodisponibilidad limitada, falta de inhibidores específicos, alteraciones hepáticas y 
renales, mielosupresión, anormalidades gastrointestinales e incapacidad de ofrecer 
modelos de protección en inflamaciones crónicas (Shirumalla y col., 2006). Estos 
efectos secundarios complejos limitan el uso prolongado de inhibidores de COX y 5-
LOX para el tratamiento extendido de procesos inflamatorios. 
Recientemente, se están desarrollando tratamientos biológicos que utilizan 
principalmente anticuerpos monoclonales que se dirigen a la señalización de citocinas, 
sin los efectos secundarios de los AINEs (Rider y col., 2016). Sin embargo, si bien se ha 
demostrado cierto éxito en el tratamiento de varias enfermedades, se necesita más 
investigación para confirmar la eficacia y la seguridad de estos nuevos tratamientos. 
 
Los compuestos fenólicos como antiinflamatorios  
Las plantas medicinales y sus compuestos aislados se utilizan en todo el mundo en la 
medicina tradicional para el tratamiento de diversas afecciones inflamatorias. El 
potencial terapéutico de las plantas utilizadas tradicionalmente y sus componentes es 
actualmente un objetivo de investigación en la búsqueda de nuevos fármacos 





medicamento de inspiración vegetal fue la aspirina, acetilsalicilato semisintético, basado 
en el ácido salicílico natural que se encuentra en la corteza de sauce y es utilizado 
tradicionalmente para tratar la fiebre y el dolor (Batlouni, 2010). Existen muchos 
trabajos sobre evaluación de la actividad antiinflamatoria, tanto en extractos como en 
metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales. Estos estudios se han realizado a 
través de diferentes modelos farmacológicos tanto in vivo como in vitro (Bernstein y 
col., 2018). 
Algunos estudios han demostrado que la inhibición de una única vía da lugar a la 
derivación del sustrato a la otra, lo que complica la intervención terapéutica. Esto ha 
dado lugar al interés en el desarrollo de inhibidores duales (Devi y col., 2017).  
Hasta la fecha los fármacos son generalmente activos contra una única vía, dando lugar 
a efectos secundarios indeseables. Se sabe que los fitoquímicos inhiben múltiples 
objetivos simultáneamente, son capaces de interactuar con una amplia gama de 
macromoléculas biológicas y exhiben mejores propiedades farmacológicas en 
comparación con las moléculas sintéticas, por lo cual son excelentes fuentes para el 
diseño de fármacos multivectoriales contra la inflamación (Sivakumar y col., 2009; 
Williams y col., 2013; Devi y col., 2017; Bernstein y col., 2018).  
En general se ha demostrado que los flavonoides polihidroxilados inhiben 
preferentemente a la 5-LOX y los menos hidroxilados inhiben a la COX. En cambio, in 
vivo pueden comportarse como inhibidores duales, probablemente debido a la 
biotransformación que sufren en el organismo. Hay estudios que indican que las 
flavonas inhiben preferentemente a la COX mientras que los flavonoles parecen inhibir 
preferentemente a la LOX (Verri y col., 2012; Kim y col., 2014). Se han reportado 
flavonoides que actúan sobre células que participan en el proceso inflamatorio como por 
ejemplo sobre la proliferación de linfocitos B y T o sobre la síntesis de mediadores 
proinflamatorios inducidos por LPS o citoquinas como TNF o la IL-1B en macrófagos 
(Nathiya y col., 2014). Los polifenoles inhiben la liberación de enzimas lisosomales, 
atenúan la expresión de genes proinflamatorios, inhiben la síntesis de óxido nítrico y la 
degranulación de células de mastocito (Catarino y col., 2016).  
Hoy en día es evidente que el interés por las sustancias antiinflamatorias de origen 
vegetal va en aumento, porque ofrecen en algunos casos ventajas en relación con los 
antiinflamatorios clásicos, como es la baja incidencia de efectos secundarios. Bernstein 
y col. (2018) propusieron un listado de plantas con evidencia significativa de actividad 





distribución, partes de plantas usadas, constituyentes químicos conocidos y actividad 
farmacológica. Aunque se informaron docenas de especies de plantas en etnomedicina 
para el tratamiento de la inflamación, solo algunas fueron confirmadas en estudios 
antiinflamatorios. 
 
Relación entre los procesos infecciosos, oxidantes e inflamatorios  
Como se mencionó anteriormente, dentro de las fuentes endógenas de formación de 
radicales libres se encuentra la fagocitosis (Delgado Olivares y col., 2010). Las células 
fagocíticas destruyen microorganismos patógenos a través de mecanismos dependientes 
e independientes del oxígeno. Los primeros incluyen la participación de los radicales 
libres del oxígeno generados por el sistema de la NADPH-oxidasa al transformar al 
oxígeno molecular en anión superóxido (Rojas-Espinosa y Arce-Paredes, 2004). 
Asociado al proceso de la fagocitosis ocurre en las células el llamado “estallido 
respiratorio”, que consiste en el consumo incrementado de oxígeno y glucosa y en la 
producción de cantidades elevadas de anión superóxido y peróxido de hidrógeno, 
además de otros cambios relacionados como la activación del sistema de la NADPH-
oxidasa y del ciclo de las pentosas. El producto primario de la reducción del oxígeno 
por la NADPH oxidasa es el anión superóxido, el cual puede reducirse de manera 
espontánea, o por efecto de la superóxido dismutasa, hasta H2O2, o puede reaccionar 
con el H2O2 ya formado, para producir radicales hidroxilo, los cuales son todavía más 
reactivos (Hernández-Rodríguez y col., 2014). Los mecanismos independientes del 
oxígeno incluyen a hidrolasas lisosomales y a péptidos y proteínas microbicidas. La 
actividad conjunta de las EROs y los componentes lisosomales es la causa de la muerte 
de los microorganismos fagocitados (Rojas-Espinosa y Arce-Paredes, 2004).  
Durante la infección, los microorganismos provocan la liberación de ácido araquidónico 
de las células del huésped. Esta liberación es inducida por los componentes de la pared 
celular, así como por las fosfolipasas producidas por los patógenos. Esto conduce a una 
mayor producción de eicosanoides, especialmente prostaglandina E2 (PGE2), por parte 
del huésped (Fourie y col., 2017). La invasión epitelial provoca, de esta manera, la 
liberación de sustancias que inducen cambios inflamatorios a nivel local (Ferrer, 2000), 
con lo cual la infección está íntimamente asociada al proceso inflamatorio. 
Por otra parte, las EROs son un importante contribuyente a muchas enfermedades, 
incluidas las relacionadas con la inflamación (Blaser y col., 2016). Las EROs 





como NF-κB y proteína activadora (AP-1), que induce la producción de citoquinas 
como TNF-α (Redhu y col., 2011).  
Existe un vínculo muy estrecho entre la capacidad antioxidante de los polifenoles y su 
actividad antiinflamatoria (Bernstein y col., 2018). La depuración de EROs por los 
componentes activos de las plantas atenúa la activación de ciertos mecanismos 
inflamatorios. Por otro lado, a los flavonoides se les atribuye la capacidad de inhibir la 
actividad de enzimas proinflamatorias (COX, LOX, FLA2) o afectar la transcripción de 
enzimas prooxidantes (López Alarcon y Denicola, 2013).  
Lo anteriormente expuesto, pone de manifiesto la relación entre la infección y los 
procesos oxidativos e inflamatorios. Por este motivo, es importante la búsqueda de 




































Los extractos etanólicos de plantas medicinales argentinas (Zuccagnia punctata, Larrea 
divaricata, Larrea cuneifolia, Larrea nitida y Tetraglochin andina) presentan actividad 
antimicrobiana contra levaduras del género Candida, y son potencialmente útiles para 
combatir casos de candidiasis vaginal.  
 
Objetivo general 
Avanzar en el diseño de productos fitoterapéuticos a partir de plantas medicinales 
argentinas para la prevención y/o terapia de infecciones vaginales.  
 
Objetivos específicos 
1. Recolectar el material vegetal, preparar extractos hidroalcohólicos y analizar el perfil 
fitoquímico. 
2. Aislar e identificar especies de levaduras a partir de infecciones vaginales y analizar 
su perfil de sensibilidad a antifúngicos comerciales. 
3. Evaluar el efecto de los extractos hidroalcohólicos en las especies de levaduras 
aisladas. 
4. Determinar el efecto de los extractos hidroalcohólicos en bacterias lácticas vaginales 
benéficas.  
5. Evaluar la actividad antifúngica de diferentes combinaciones de los extractos. 
Seleccionar las más activas y determinar su potencia antiinflamatoria y antioxidante 
para su posterior inclusión en productos fitoterápicos de liberación vaginal.  
6. Diseñar formas farmacéuticas de liberación vaginal que contengan extractos de 





















1. Material vegetal  
Se recolectaron las siguientes especies vegetales: Zuccagnia punctata, Larrea 
cuneifolia, Larrea divaricata, Larrea nitida y Tetraglochin andina. Las tres primeras 
fueron recolectadas a 2000 metros sobre el nivel del mar (msnm), en Amaicha del Valle, 
Tucumán, Argentina, durante el mes de abril del año 2013. Larrea nitida se recolectó en 
abril de 2015 en Vinchina, La Rioja, Argentina, a 3485 msnm, y Tetraglochin andina se 
recolectó durante el mes de febrero de 2011 en Huaca Huasi, Tucumán, Argentina 
(4300 msnm). Las especies fueron autenticadas por la Dra. Ana Soledad Cuello 
(INBIOFIV, CONICET). Una muestra de cada espécimen fue depositada en el Herbario 
del “Instituto Miguel Lillo”, Fundación Miguel Lillo, Tucumán, Argentina (L. 
cuneifolia: LIL 614829; L. divaricata: LIL 614299; L. nitida: LIL 615845; Z. punctata 
LIL 605935; T. andina LIL 610669).  
La selección de las especies vegetales se realizó de acuerdo con las propiedades 
medicinales que les atribuyen los habitantes de la región (Tabla 1). 
El material vegetal (partes aéreas) fue secado hasta peso constante, en estufa de aire 






Tabla 1. Características de las especies vegetales estudiadas 




Fabaceae Catamarca, La Rioja, 
Mendoza, Salta, San Juan, 
San Luis, Tucumán  




jarilla de la Puna, 
pus-pus 
Antiséptico, antifúngico, 
tratamiento de asma, artritis, 
reumatismo y tumores 
Larrea cuneifolia 
Cav. 
Zygophyllaceae Salta, Santiago del Estero, 
San Juan, San Luis, 
Tucumán 











Zygophyllaceae Mendoza, Neuquén, Río 
Negro, Salta, Santiago del 
Estero, San Juan, San Luis, 
Tucumán 







antiviral, balsámico, emanagogo 
Larrea nitida Cav. 
 
Zygophyllaceae Salta, Catamarca, La Rioja, 
San Juan, Mendoza, La 
Pampa, Buenos Aires, 
Neuquén, Río Negro, 
Chubut 
La Rioja (2500 msnm) Jarilla, jarilla de 
la montaña, 
crespa, pispa o 

















2. Estudio microscópico de la morfología, estructura y anatomía de partes aéreas 
de las especies vegetales  
2.1. Análisis micrográfico de las especies vegetales 
Se utilizó material fresco y fijado en FAA (100 ml de formaldehído al 37%, 300 ml de 
etanol al 96%, 50% de ácido acético glacial al 100% y 35 ml de agua destilada). Los 
órganos vegetativos (tallo, pecíolo, raquis, folíolo) se montaron en soportes de cera 
dental y se seccionaron (intervalo de espesor 10-25 μm) con un micrótomo giratorio 
(Microm HM315). Los cortes se aclararon con una solución de NaClO al 50%, se 
lavaron con agua destilada, se colorearon en dos pasos sucesivos con safranina y azul de 
Astra, y luego se montaron con una solución de glicerol al 50%. Los tejidos 
epidérmicos se diafanizaron siguiendo la técnica Dizeo de Strittmatter (1973). Las 
hojas, folíolos y muestras de pecíolo-raquis se clarificaron con una solución de KOH al 
10% y luego con una solución de NaClO al 50%. El material diafanizado se coloreó con 
una coloración metacromática al 1% de violeta de cresilo (Zarlavsky, 2014). La 
maceración de tallos y hojas se logró siguiendo el método de Jeffreys, de acuerdo con 
Zarlavsky, 2014. Todos los tejidos se visualizaron con un microscopio óptico Zeiss 
Axiolab equipado con una cámara digital Zeiss Axiocam ERc 5s. Las mediciones se 
realizaron con el software AxioVision versión 4.8.2 (Carl Zeiss Ltd, Herts, Reino 
Unido). El índice de empalizada se calculó como el número promedio de células 
empalizadas debajo de cada célula epidérmica. La densidad estomática se calculó como 
el número de estomas por unidad de área (mm2), solo considerando el área de la cripta 
donde se ubican los estomas. Para microscopía electrónica de barrido (MEB) las 
muestras se fijaron en glutaraldehído fosfato al 5% tamponado con 0,1 M de cacodilato 
sódico a pH 7, y se fijaron posteriormente en tetróxido de osmio al 1,5% tamponado con 
0,1 M de cacodilato sódico a pH 7,2. Los folíolos se deshidrataron en acetona, se 
secaron mediante el método de secado de punto crítico de CO2 y se cubrieron con una 
capa fina de oro (200 Å). Las observaciones se llevaron a cabo en un microscopio 
electrónico de barrido de emisión de campo (FESEM-ZEISS SUPRA-55 VP), en el 
Centro Integral de Microscopía Electrónica (CIME), CONICET, Tucumán, Argentina. 
 
2.2. Análisis histoquímico 
Se utilizó un método cualitativo para determinar la localización de flavonoides en 





para el examen histoquímico. Las secciones transversales (25 µm) se obtuvieron usando 
un micrótomo. 
Las secciones se observaron como muestras frescas bajo el microscopio óptico y se 
tiñeron con métodos histológicos convencionales (Mercado y col., 2013). Se utilizó el 
reactivo de Neu (2-aminoetil-difenilborinato, Sigma) al 1% en metanol absoluto (Neu, 
1957) y ácido vainillín-sulfúrico (Gaucher y col., 2013) para visualizar flavonoides. El 
reactivo de Nadi se usó para detectar terpenoides, aceites esenciales y resinas oleosas 
(David y Carde, 1964). Las secciones transversales se sumergieron (10 min) en el 
reactivo de Neu y luego se montaron en una solución de glicerol-agua (50:50; v/v). 
Algunas de las secciones se trataron con hipoclorito de sodio al 50% y se lavaron con 
agua destilada, antes de teñir con Sudán IV para la detección de lípidos (Zarlavsky, 
2014; D'Ambrogio de Argüeso, 1986). 
Las secciones teñidas con el reactivo de Neu se analizaron con un microscopio de 
fluorescencia (Nikon Optiphot) con luz UV (filtro UV-1A: filtro de excitación de 365 
nm, filtro de barrera de 400 nm). Bajo estas condiciones, los flavonoides fueron 
detectados por una fluorescencia amarillenta (Mondolot-Cosson y col., 1997). Las 
fotografías fueron tomadas con una cámara digital Nikon Coolpix 4500. 
Se examinaron folíolos frescos, 2ʹ,4ʹ-dihidroxichalcona (DHC) y 2ʹ,4ʹ-dihidroxi-3-
metoxichalcona purificada (DHMC) con un microscopio electrónico de exploración de 
campo (FESEM-ZEISS SUPRA-55 VP) acoplado a un espectrómetro de dispersión de 
energía de rayos X (EDS) para la caracterización estructural. 
 
3. Soluciones extractivas 
A partir del material vegetal se prepararon soluciones extractivas (tinturas). La droga 
seca y finamente dividida (10 g) se maceró en 200 ml de etanol 60°, a temperatura 
ambiente, durante 1 h en agitador ultrasónico (Arcano®, PS-10A) (5 intervalos de 10 
min cada uno). 
 Las tinturas se filtraron al vacío con papel de filtro. El residuo sólido obtenido se 
guardó y el filtrado se evaporó en un evaporador rotatorio (BÜCHI R-110), hasta 
obtener un pequeño volumen correspondiente a los metabolitos disueltos en agua 
(etanol 60º). Esta fracción se congeló a -20ºC y posteriormente se liofilizó (liofilizador 
L-M10-A-E50-CRT, RIFICOR) para eliminar el contenido de agua, obteniéndose un 
residuo sólido. Se determinó el rendimiento en mg de peso seco (PS) de principio 





las soluciones de trabajo (100 mg de PS/ml en etanol 60º), que se conservaron a -20ºC 
hasta su utilización.  
 
4. Determinación de fitoquímicos  
4.1. Determinación cualitativa de fitoquímicos  
Se realizó un tamizaje fitoquímico de los extractos hidroalcohólicos de todas las 
especies para determinar la presencia de los principales grupos químicos, siguiendo 
procedimientos estandarizados (Harborne, 1973; Edeoga y col., 2005). 
 
4.1.1. Determinación de alcaloides 
Se llevaron a sequedad cada uno de los extractos, en una cantidad correspondiente a 100 
mg PS. Luego se resuspendieron con 1,5 ml de HCl al 10%. La mezcla se calentó a 
70°C durante 10 minutos, se enfrió y centrifugó. A partir del sobrenadante se llevaron a 
cabo dos reacciones: 
-En un tubo de ensayo se colocaron 500 µl del mismo y se adicionaron 400 µl del 
reactivo de Mayer (HgCl/KI). La formación de un precipitado blanco indica presencia 
de alcaloides (Teke y col., 2010).  
-En un segundo tubo, se añadieron también 500 µl del sobrenadante y se agregaron 500 
µl del reactivo de Dragendorff (BiNO4/KI). La formación de un precipitado o turbidez 
indica presencia de alcaloides (Adegboye y col., 2008). 
 
4.1.2. Determinación de glucósidos cardiotónicos 
A 100 mg de los extractos alcohólicos disueltos en 500 µl de etanol 80° se adicionaron 
250 µl de una solución de acetato de plomo al 10% y 200 µl de agua destilada. La 
mezcla se calentó a baño María durante 10 minutos. Posteriormente, se centrifugó y al 
sobrenadante obtenido se le adicionó 1 ml de cloroformo. Una vez agitada la mezcla y 
separadas las dos fases, se fraccionó la fase clorofórmica en 2 tubos que se llevaron a 
estufa de 37°C hasta sequedad. En cada tubo se realizó una reacción diferente con el 
objetivo de determinar la presencia de distintos grupos funcionales de glucósidos 
cardiotónicos (Harborne, 1973; Teke y col., 2010). 
En el primer tubo se adicionaron 100 µl del reactivo de Baljet (Ácido pícrico en 
etanol/NaOH en agua, 1:1 v/v) y se agitó. La aparición de coloración roja, naranja rojiza 
o violeta indica la presencia de cardenólidos. En el segundo tubo se adicionaron 200 µl 





sulfúrico concentrado y se agitó (reacción de Keller-Kiliani). Las coloraciones entre 
azul y verde indican la presencia de desoxiazúcares, característicos de cardiotónicos 
glicosilados (cardenólidos). 
 
4.1.3. Determinación de cumarinas  
En tubos de ensayo se colocaron extractos hidroalcohólicos, correspondientes a 100 mg 
PS, se taparon los tubos con papel de filtro impregnado con una solución de hidróxido 
de sodio al 5% y se llevaron a baño de 100°C durante 5 minutos. 
Los papeles de filtro se removieron y se examinaron bajo luz ultravioleta, siendo la 
fluorescencia amarilla indicativa de la presencia de cumarinas (Teke y col., 2010). 
 
4.1.4. Determinación de flavonoides 
En cada tubo se colocó un volumen de 2 ml de cada extracto, correspondiente a 100 mg 
PS, se adicionaron algunos fragmentos de magnesio y se agregaron unas gotas de ácido 
clorhídrico al 10% por las paredes del tubo (Reacción de Shinoda). El cambio de 
coloración del extracto hacia tonos rojizos indica la presencia de flavonoides (Guillermo 
Navarro, 2002; Mojab y col., 2003). 
 
4.1.5. Determinación de taninos 
Cada extracto (100 mg PS) fue resuspendido con 3 ml de agua destilada. Para observar 
la presencia de taninos, a un 1 ml de esta disolución se le adicionaron unas gotas de 
cloruro férrico al 10%. Una coloración azul-negra indica presencia de taninos 
hidrolizables, y una coloración verde indica la presencia de taninos condensados 
(Adegboye y col., 2008). 
 
4.1.6. Determinación de saponinas 
Cada extracto (100 mg PS) fue resuspendido en 2 ml de agua hirviendo. La suspensión 
se agitó vigorosamente y se dejó reposar de 15 a 20 minutos. La formación de una 
espuma persistente indica la presencia de saponinas (Ayoola y col., 2008). 
 
4.1.7. Determinación de derivados antracénicos libres 
Cada extracto (100 mg PS) se adicionó con 2,5 ml de cloroformo. La mezcla se agitó y 
se dejó reposar durante 15 minutos. Se recogió la fase clorofórmica y se dividió en dos 





En el primer tubo se llevó a cabo la reacción de Bronträger. Se adicionaron 500 µl de 
una solución de hidróxido de sodio al 10% en agua y se observó la aparición de 
coloraciones entre amarillo y rojizo en la fase acuosa (Onwukaeme y col., 2007). Al 
segundo tubo se le adicionaron 200 µl de una solución de acetato de magnesio al 0,5% 
en metanol. La aparición de coloraciones amarillentas a rojizas indica la presencia de 
antraquinonas libres. 
 
4.1.8. Determinación de triterpenos y/o esteroides 
Cada extracto (100 mg PS) fue resuspendido con 2 ml de cloroformo y se dejó decantar. 
Se transfirieron alícuotas de 500 µl a otros tubos, en los cuales se añadió ácido sulfúrico 
concentrado. La aparición de un anillo marrón-rojizo en la interfase indica la presencia 
de triterpenos y/o esteroides (Reacción de Salkowski) (Adegboye y col., 2008). 
 
4.2. Determinación cuantitativa de fitoquímicos 
4.2.1. Determinación del contenido de compuestos fenólicos 
Se determinó mediante el reactivo de Folin-Ciocalteau (Singleton y col., 1999). Se 
emplearon 10 µl de diluciones etanólicas de cada una de las extracciones; se llevó a 1 
ml con agua destilada, se adicionaron 0,1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma-
Aldrich) y luego de 2 minutos se agregaron 0,4 ml de carbonato de sodio (15,9%). La 
absorbancia se midió a 765 nm, luego de 20 minutos a temperatura ambiente, en 
espectrofotómetro Beckman DU 650. Se usó como estándar una solución alcohólica de 
ácido gálico (1 mg/ml). Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de ácido 
gálico por g de peso seco (mg EAG/g PS). 
 
4.2.2. Determinación del contenido de compuestos fenólicos no flavonoides (FNF) 
Se mezcló 0,5 ml de cada extracto con 0,5 ml de HCl (1:3; v:v) y 0,25 ml de 
formaldehído (Zoecklein y col., 1990). Se dejó en reposo durante 24 hs, se centrifugó a 
9000 g durante 5 minutos y se retiró el sobrenadante, al cual se le determinó el 
contenido de compuestos fenólicos de acuerdo con 4.2.1 (Singleton y col., 1999). Los 









4.2.3. Determinación del contenido de compuestos fenólicos flavonoides (FF) 
El contenido de fenólicos flavonoides se determinó calculando la diferencia entre el 
contenido de fenólicos totales (FT) y el contenido de fenólicos no flavonoides (FNF): 
(FF=FT-FNF). Los resultados fueron expresados como mg EAG/g PS. 
 
4.2.4. Determinación de flavonas y flavonoles 
El contenido de flavonas y flavonoles fue determinado según el método de Woisky y 
Salatino (1998). Se tomó 0,02 ml de las distintas diluciones, se agregó 2,43 ml de etanol 
96º y 0,05 ml de AlCl3 5%. La mezcla se homogenizó por agitación y la absorbancia se 
registró a 425 nm, luego de incubar 30 min a temperatura ambiente. Se usó como 
estándar una solución alcohólica de quercetina (1 mg/ml). Los resultados fueron 
expresados como mg equivalentes de quercetina/g de peso seco (mg EQ/g PS). 
 
4.2.5.  Extracción y determinación del contenido de taninos condensados e 
hidrolizables 
El extracto seco (2 g) fue extraído con 25 ml de acetona: agua (70:30, 1:10 v/v) y se 
determinó el contenido de taninos condensados según Prior y col. (2010), con algunas 
modificaciones.  Un volumen de 0,1 ml de extracto acetónico se puso en contacto con 
0,9 ml de solución de 4-dimetilaminocinamaldehído (0,1% en etanol acidificado). La 
absorbancia fue medida a 640 nm luego de incubar a 25°C durante 20 minutos. Los 
resultados se expresaron en mg de procianidina B2/g de peso seco (g EPB2/g PS).   
Para la determinación de taninos hidrolizables o galotaninos se evaporó la acetona y la 
porción acuosa se separó en dos fracciones. Una de ellas (2 ml) se sometió a hidrólisis 
ácida con 4 ml de H2SO4 2N a 100°C durante 26 horas y se determinó el contenido de 
ácido gálico liberado o total con el método de Inoue y Hagerman (1988), con algunas 
modificaciones. En la otra fracción, se cuantificó por el mismo método el contenido de 
ácido gálico libre. A 100 μl de cada una de las muestras se le añadieron 150 μl de 
rodanina (0,667% de metanol). Luego de 5 min, se añadieron 500 μl de hidróxido de 
potasio 0,5 N y 1,75 ml de agua destilada. Las mezclas se dejaron a temperatura 
ambiente durante 10 min y se determinó la absorbancia a 520 nm. Los resultados se 
expresaron en g de equivalentes de ácido gálico/ g de peso seco (mg EAG/g PS). 






donde TH: Taninos hidrolizables, GT: contenido de ácido gálico total; GL: contenido de 
ácido gálico libre. 
 
4.3. Perfil cromatográfico 
4.3.1. Cromatografía en capa fina 
Se separaron alícuotas de las muestras (100-400 µg EAG) por cromatografía en capa 
fina (Kieselgel 60 F254 0,2 mm, Merck), usando como fase móvil una mezcla de 
tolueno/acetona/cloroformo (4,5:3,5:2,5; v/v/v). Los componentes separados se 
visualizaron bajo luz ultravioleta (254 y 365 nm, UV Lámpara UV Modelo 5L-58 
Mineralight). Los compuestos fenólicos se detectaron con el reactivo NP/PEG (NP: 
ester aminoetílico del ácido difenilbórico al 1% en metanol, Sigma; PEG: 
polietilenglicol; Wagner y col., 1984). Se utilizaron soluciones de patrones auténticos en 
metanol (1: 1000, p/v) con fines comparativos. 
 
4.3.2. HPLC-DAD 
El sistema de HLPC usado para analizar los extractos, a partir de las cuales se llegaron a 
identificar distintos compuestos fenólicos, consiste en un equipo Waters 1525 con 
sistema de bomba binaria, válvula de inyección manual (loop de 20 µl), un 
compartimiento con termostato para columna, y detector de arreglos de diodo Waters 
2998. El análisis se realizó a una temperatura de 40°C, utilizándose una columna 
XBridgeTM C18 (5 µm) de 155 x 4,6 mm con un flujo de 0,8 ml/min (Waters 
Corporation, Milford, MA). 
La fase móvil para la separación de compuestos a partir de los extractos se compone de 
un disolvente A (ácido acético al 0,1% en agua) y un disolvente B (ácido acético al 
0,1% en metanol) (condiciones: 10-57% de B 0-45 min y se mantuvo a 100% de B de 
45 a 60 min).  El caudal se fijó en 0,5 ml/min. Se utilizaron soluciones de 1 mg PS/ml. 
La recolección de datos se llevó a cabo con el software EmpowerTM 2. La determinación 
de los compuestos fenólicos presentes en los extractos se realizó por comparación de los 
tiempos de retención y los datos espectrales (220-600 nm) de cada pico con las de los 
estándares de Sigma-Aldrich (MO, EE.UU.). 
 
4.3.3. HPLC-ESI-MS/MS 
Los extractos se analizaron mediante HPLC-ESI-MS/MS para identificar sus 





cromatografía líquida Agilent 1100 (Agilent Technologies Inc., CA, EE. UU.) 
conectado a través de un sistema de escisión Esquire 4000 Ion Trap LC/MS (n) (Bruker 
Daltoniks, Alemania). La ionización se realizó a 3000 V asistida por nitrógeno como 
gas de nebulización a 50 psi y como gas de secado a 365ºC y un caudal de 10 l/min. Los 
iones negativos se detectaron mediante exploración completa (m/z 20-2200) y 
resolución normal (velocidad de exploración 10,300 m/z/s, pico con 0,6 FWHM/m/z). 
Los parámetros de la trampa se establecieron en el control de carga de iones (ICC) 
utilizando los parámetros predeterminados del fabricante y el tiempo máximo de 
acumulación de 200 ms. Las condiciones de espectrometría de masas para el análisis 
fueron: aguja de electrospray, 4000 V; compensación de la placa final, -500 V; skimmer 
1, 56.0 V; skimmer 2, 6.0 V; offset de salida capilar, 84.6 V; salida capilar, 140.6 V. 
Los espectros de disociación inducida por colisión se obtuvieron con una amplitud de 
fragmentación de 1.00 V (MS/MS) utilizando helio como gas de colisión y se 
controlaron automáticamente a través de la opción SmartFrag. La mezcla se analizó 
usando una columna MultoHigh 100 RP 18-5μ (250 x 4,6 mm) (CS-Chromatographie 
Service GmbH, Langerwehe, Alemania) mantenida a 25°C. Los análisis de HPLC-MS 
se realizaron usando un sistema de disolvente de gradiente lineal que consiste en 1% de 
ácido fórmico en agua (fase A) y acetonitrilo (fase B). El caudal fue de 0,5 ml / min y el 
volumen inyectado fue de 20 μl. Los compuestos se controlaron a 254 nm. 
 
5. Actividades biológicas 
5.1. Evaluación de la actividad antifúngica 
5.1.1.  Microorganismos 
Las cepas fueron provistas por el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, 
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”. Los microorganismos utilizados fueron Candida 
albicans (144783; 134333; 2089); C. glabrata (031646; 042030; 031982); C. tropicalis 
(1841) y Saccharomyces cerevisiae (134528; 134544; 124263). Como cepas de 
referencia se utilizaron C. parapsilopsis ATCC 134410 y C. krusei ATCC 134409. Las 
mismas fueron ingresadas al cepario del Laboratorio de Productos Naturales (LIPRON) 









5.1.2.Preparación del inóculo 
Todos los organismos se mantuvieron en infusión de cerebro-corazón (medio BHI) que 
contiene 30% (v/v) de glicerol a -20ºC. Antes del ensayo, las suspensiones de levaduras 
se sembraron en agar Sabouraud y se cultivaron aeróbicamente a 35ºC durante 24 h. De 
estos cultivos se toman una o dos colonias con ansa estéril y se prepara una suspensión 
en 2 ml de solución fisiológica, ajustando el inóculo a la turbidez del estándar 
equivalente a 0,5 de la escala de Mc Farland (DO= 0,08 a 530 nm), correspondiente 
aproximadamente a 1-5 x106 levaduras/ml (CLSI, 2008). 
 
5.1.3.Ensayos bioautográficos 
Se realizaron cromatografías en capa fina (CCF). Se sembraron entre 100-400 µg de 
compuestos fenólicos de cada una de las tinturas. Se utilizó como fase móvil 
tolueno/acetona/cloroformo (4,5:3,5:2,5; v/v/v). Se dispersó sobre la placa de silica gel 
5 ml de medio Sabouraud conteniendo 0,6% de agar inoculado con 400 µl de una 
suspensión fúngica de 106 UFC/ml de C. albicans (preparada como indica el apartado 
5.1.3). Se incubaron a 37°C durante 24 hs. Transcurrido este tiempo las placas se 
asperjaron con una solución de MTT, 2,5 mg de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil 
tetrazolium en 1 ml de PBS (10 mM tampón de fosfato de sodio, pH 7, conteniendo 
0,15 M NaCl). Se evaluó la viabilidad celular mediante la reducción de la sal de 
tetrazolium en azul de formazán observándose áreas de inhibición del crecimiento 
bacteriano de color amarillo sobre un fondo azul (Nieva Moreno y col., 1999).  
 
5.1.4.  Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) 
5.1.4.1. Método de macrodilución seriada en agar 
Se realizaron diluciones de cada tintura (volumen final de 1 ml). Se agregaron 9 ml de 
medio agar Sabouraud llegando a una concentración final entre 12,5 a 1600 µg de 
compuestos fenólicos/ml. Se homogenizó la mezcla y se colocó en placas de Petri de 10 
cm de diámetro. A partir de la suspensión descripta en el apartado 5.1.3. se transfirieron 
0,1 ml de cada inóculo a tubos con 0,9 ml de solución fisiológica. Las placas fueron 
inoculadas con 2 µl de cada una de estas suspensiones (0,5-2,5x103 UFC) e incubadas 
aeróbicamente durante 48 horas a 37°C. Se incluyó en cada tratamiento un control de 
crecimiento fúngico y control de solvente. Los ensayos se realizaron por triplicado 





concentración de tinturas en equivalente de compuestos fenólicos donde no hubo 
crecimiento visible después del período de incubación.  
 
5.1.4.2. Método de microdilución en medio líquido  
Por el método de microdilución en medio líquido se determinaron los valores de CIM y 
CFM de los extractos etanólicos de las plantas medicinales seleccionadas contra 
levaduras, siguiendo las recomendaciones del CLSI (M27-A3).    
A partir de la suspensión obtenida en el apartado 4.2 se tomaron 10 µl y se colocaron en 
tubos con 10 ml de medio sintético RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato sódico 
(Gibco, ICN, Oxoid, Sigma), tamponado con ácido morfolino propano sulfónico 
(MOPS) 0,164 M (ICN, Sigma), ajustado a pH 7±0,1 y con 0,2% de glucosa. Los 
extractos fueron transferidos a pocillos de microplacas estériles de base redonda de 96 
pocillos, de modo de obtener una dilución seriada al doble (25-1600 µg de compuestos 
fenólicos/ml). Se dejó evaporar el solvente y se colocaron en cada uno de los pocillos 
200 µl de cada inóculo fúngico (0,5-2,5x103 UFC) en medio RPMI. Se realizaron los 
correspondientes controles de extractos, medio de cultivo y de solvente.  
Las policubetas se incubaron aeróbicamente a 37ºC durante 48 h. El crecimiento 
fúngico se indicó por la presencia de turbidez y un sedimento en el fondo del pocillo 
que se visualiza como un botón. Los valores de CIM se consideraron como la menor 
concentración necesaria para inhibir el crecimiento (ningún crecimiento visible 
macroscópicamente).  
Para determinar los valores de CFM, se tomaron 10 µl de cada pocillo de la microplaca 
sin crecimiento visible y se realizó siembra puntual en placas conteniendo 10 ml de 
medio agar Sabouraud. Las placas se incubaron durante 24 h a 37ºC. Los valores de 
CFM se consideraron como la menor concentración del agente antimicrobiano 
necesarios para producir la muerte del 100% de las levaduras. 
 
5.1.4.3. Evaluación del efecto de las combinaciones de extractos antimicrobianos 
Se utilizó el método del tablero de ajedrez (Moody, 2007), evaluando diluciones 
múltiples de combinaciones de dos extractos antimicrobianos, en concentraciones 
iguales, por encima y por debajo de los valores de CIM (Figura 1). 
Se utilizaron microplacas estériles de 96 pocillos. Cada una de las combinaciones de 
extractos fue transferida a un pocillo de la microplaca, donde cada pocillo representa a 





estuvieron comprendidas entre 6,25 y 800 µg EAG/ml. Se dejó evaporar el solvente y 
en cada pocillo se adicionaron 200 µl del inóculo bacteriano conteniendo 1-5x103 
UFC/ml, siguiendo el método de microdilución en caldo descripto anteriormente.  
Se calcularon los índices de concentración fraccionaria inhibitoria (ICFI), que expresan 
la interacción de dos o más agentes antimicrobianos presentes en una mezcla (Moody, 
2007).  
Para este índice, inicialmente se obtienen las concentraciones fraccionarias inhibitorias 
(CFI) de cada componente, que se calcula dividiendo el valor de CIM del compuesto en 
la combinación por el valor de CIM del agente antimicrobiano solo.  
CFIA= CIMA en presencia de B/CIMA  
CFIB= CIMB en presencia de A/CIMB  
El ICFI se calcula luego como la suma de las CFI de cada componente en la 
combinación y permite definir si una mezcla presenta efecto sinérgico (≤0,5), aditivo 
(0,5–1), indiferente (1–4) o antagónico (≥4) (Schelz y col., 2006). 






























































                                      Extracto A (µg EAG/ml) 
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                                         X (C): control del inóculo 
Figura 1. Modelo del tablero de ajedrez usado para la determinación de sinergismo 
entre dos extractos vegetales. 
 
5.1.5. Pruebas de sensibilidad in vitro  
5.1.5.1. Ensayo en medio líquido 
Se utilizó el método de referencia E.Def 7.2 del EUCAST, 2012. Como medio de 
cultivo se utilizó RPMI 1640 con 2% de glucosa, tamponado a pH 7 con ácido 
morfolino propano sulfónico (MOPS) (Sigma, Argentina) 0,165 M.  
Se ensayó la actividad in vitro de fluconazol (Pfizer, S. A., Argentina), itraconazol 
(Janssen, Argentina), anfotericina B (AMB), 5-fluorocitosina (5-FC), anidulafungina 
(Pfizer, S. A., Argentina), voriconazol, caspofungina, ketoconazol y posaconazol 
(Sigma, Argentina). Las soluciones stock de los antifúngicos se prepararon en 





fluorocitosina, que fue preparada en agua destilada estéril. Los rangos de 
concentraciones probados fueron de 0,13 a 128 µg/ml para 5-fluorocitosina y fluconazol 
y de 0,015 a 16 µg/ml para el resto de los antifúngicos. La CIM se determinó en placas 
de 96 pocillos de fondo plano. 
El inóculo se realizó a partir de un cultivo de 24 horas a 35°C en agar YM (extracto de 
malta 0,3%; extracto de levadura 0,3%; peptona 0,5%; glucosa 1%; agar 2%). Se 
preparó un inóculo de turbidez 0,5 McFarland en solución 0,15 M de cloruro de sodio 
estéril (1-5x106 UFC/ml). Se sembraron las placas y se incubaron durante 24 y 48 horas. 
La lectura se realizó en un lector a 405 nm (Labsystems Multiskan Multisoft, 
Basingstoke, Reino Unido). Para calcular el 100% de crecimiento, se promedió la 
absorbancia de las celdas controles sin droga. Se consideró CIM de AMB a aquella 
concentración que provocó una disminución de la densidad óptica del 95% comparada 
con la del control de crecimiento, mientras que para los azoles y la 5-fluorocitosina se 
consideró una reducción del 50%. Los resultados se evaluaron de acuerdo con los 
puntos de corte publicados por EUCAST (E.Def 7.2). 
 
5.1.5.2. Métodos de difusión en agar 
Se ensayó la actividad in vitro de fluconazol (Discos Malbrán) y de nistatina, 
voriconazol, itraconazol, anfotericina B, posaconazol (tabletas Neo-Sensitabs). 
Se preparó un inóculo de turbidez 0,5 de la escala de McFarland (DO= 0,08 a 530 nm) 
en solución de cloruro de sodio estéril a partir de un cultivo de 24 horas a 35°C en agar 
YM. Se utilizaron placas de Petri con medio Mueller Hinton, con el agregado de 2% de 
glucosa y azul de metileno, concentración final de 0,5 µg/ml (MHM). Las placas se 
sembraron por inundación, previa dilución 1/10 en 5 ml de solución de cloruro de sodio 
estéril a partir del inóculo inicial. Se inundó la placa de MHM con 5 ml del inóculo 
inicial diluido, se dejó en contacto 5 minutos y se extrajo el líquido excedente. Los 
discos/tabletas se colocaron sobre la superficie del agar de la placa previamente 
inoculada con la ayuda de una pinza estéril. Luego las placas se incubaron a 35±2°C 
durante 24 o 48 horas, hasta obtener halos claramente distinguibles. La lectura se realizó 
con la ayuda de una regla para medir el diámetro del halo externo de la zona de 
inhibición. Los resultados se interpretaron de acuerdo con los puntos de corte 







5.1.6.  Compatibilidad con lactobacilos 
Los lactobacilos son los microrganismos predominantes del microbioma vaginal de 
mujeres sanas, y disminuyen en el caso de diferentes síndromes, tales como vaginosis 
bacteriana, candidiasis o vaginitis atrófica. Por ello, la evaluación del efecto de los 
extractos de plantas sobre bacterias lácticas vaginales es fundamental, a fin de que su 
administración no produzca un desequilibrio del microbioma vaginal, o que no permita 
el restablecimiento del equilibrio ecológico del tracto. 
 
5.1.6.1. Microorganismos 
Se utilizaron tres cepas de lactobacilos provistas por CERELA (Centro de Referencia de 
Lactobacilos, Tucumán, Argentina): Lactobacillus casei (CRL 1267), L. paracasei 
(CRL 1291), L. johnsonii (CRL 1292). 
 
5.1.6.2. Activación de lactobacilos 
Se partió de un cultivo stock conservado en medio LEL (leche-extracto de levadura) a -
20ºC.  Para preparar el primer subcultivo, se inocularon tubos conteniendo 5 ml de 
medio de cultivo MRS con 30-50 µl del cultivo stock y se incubó durante 24 hs a 37ºC, 
sin agitación.  A partir del primer subcultivo, se realizaron dos subcultivos sucesivos 
(150 µl de cultivo en 5 ml de medio fresco MRS), a 37ºC durante 12 hs, sin agitación.  
A partir del tercer cultivo se tomó una alícuota de 1 ml y se centrifugó en centrifuga 
Eppendorf Bioamerican Modelo 724 D. Se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó 
con 1 ml de NaCl 0,9%. Se repitió dos veces el procedimiento. A partir de la suspensión 
obtenida se ajustó a una DO correspondiente a 0,5 en la escala Mc Farland. Este ajuste 
produce una suspensión que contiene entre 1-5x108 UFC/ml, la cual se diluye 1:10, 
produciendo una concentración celular entre 1-5x107 UFC/ml. 
 
5.1.6.3. Ensayo de actividad antibacteriana  
Se utilizaron cinco concentraciones de cada extracto, que se pusieron en contacto con 
4,5 ml de medio MRS agar. Se homogenizó la mezcla y se vertió en placas de Petri de 5 
cm de diámetro. Se dejó solidificar y se realizó siembra puntual con 2 µl de cada 
suspensión de lactobacilos. 
Se ensayaron concentraciones menores y mayores a las correspondientes a la CIM de 





Se incubaron las placas durante 24 hs a 37ºC. Se analizaron los resultados observando 
macroscópicamente la presencia o no de crecimiento bacteriano.  
5.2. Actividad antiinflamatoria 
5.2.1. Efecto de los extractos sobre la actividad de la enzima lipooxigenasa (LOX) 
La actividad de la enzima lipooxigenasa (LOX) fue determinada usando un método 
espectrofotométrico, basado en la oxidación enzimática del ácido linoleico a los 
correspondientes hidroperóxidos (Torres Carro y col., 2017). La mezcla de reacción 
contiene 50 μM de ácido linoleico en tampón borato de sodio 0,2 M pH 9, 0,9 mM de 5-
LOX de soja disuelta en tampón y diferentes concentraciones del extracto 
hidroalcohólico (en Z. punctata y L. cuneifolia: entre 12,5-25 μg EAG/ml; L. divaricata: 
12,5-50 µg EAG/ml; T. andina: 12,5-70 µg EAG/ml). La mezcla de reacción se incubó 
a temperatura ambiente durante 5 min. La cantidad de hidroperóxidos lipídicos 
producidos a partir del ácido linoleico se determinó espectrofotométricamente a 234 nm 
(Espectrofotómetro UV/ Vis- JASCO V-630BIO) cada 30 segundos durante 5 minutos. 
Los resultados se expresan en concentración de los hidroperóxidos lipídicos producidos 
a partir del linoleato de sodio. Como control de 100% de actividad se utiliza enzima, 
sustrato y se reemplaza el efector por etanol 60°, y como control positivo de inhibición 
se utilizó naproxeno (antiinflamatorio comercial) (5-25 μg/ml). 
Se calculan los porcentajes de inhibición de la enzima a diferentes concentraciones de 
extracto por comparación con el control de 100% de actividad. 
La concentración de extracto/mezcla necesaria para inhibir a la enzima en un 50% 
(CI50) se determina a partir de las curvas de porcentaje de inhibición versus las 
diferentes concentraciones de extracto hidroalcohólico utilizadas en el ensayo. 
  
5.2.2.Efecto de los extractos sobre la actividad de la enzima ciclooxigenasa(COX-2) 
La capacidad de los extractos para inhibir la actividad de la enzima ciclooxigenasa 2 
(COX-2) se determinó usando el kit N° 560131 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 
USA), basado en la medición de prostaglandina (PG) mediante ELISA (D’Almeida y 
col., 2013). Se utilizó una enzima COX-2 recombinante humana y como sustrato ácido 
araquidónico. Los ensayos inhibitorios se desarrollaron en presencia de diferentes 
concentraciones de compuestos fenólicos (25-75 μg EAG/ml). Se utilizó DMSO como 
solvente control. Se realizó una preincubación de la enzima COX-2 con la muestra 
durante 10 min y una incubación de 2 min en presencia de ácido araquidónico a 37°C. 





extractos fenólicos sobre la producción de mediadores proinflamatorios se evaluó 
calculando el porcentaje de inhibición de la producción de PGE2. 
 
5.2.3. Efecto de los extractos sobre la actividad de la enzima fosfolipasa A2 (sFLA2) 
La actividad de la enzima fosfolipasa A2 (sFLA2) se determinó usando 1,2-
diheptanoiltio-glicerofosfo-colina (1,2dHGPC) y Triton X-100 como sustratos 
(D'Almeida y col., 2013). El tampón Tris-HCl (10 mM, pH 8) con CaCl2 (10 mM), KCl 
(100 mM) y Triton X-100 (0,3 mM) (tampón de reacción) se usó para la reconstitución 
del sustrato para lograr una concentración final de 1,25 mM. La mezcla contenía 50 μl 
de tampón de reacción, 10 μl de DTNB (ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico, 10 mM), 10 
μl de enzima sFLA2 (1 mg/ml) y el extracto hidroalcohólico disuelto en DMSO (25-75 
μg EAG/ml) o fármaco antiinflamatorio comercial (naproxeno o indometacina). La 
acción se inició mediante la adición de 150 μl de 1,2dHGPC (1,66 mM) y se mantuvo 
durante 40 min a 25°C. La absorbancia se leyó a 414 nm en un lector de microplacas 
(BiotekELx 808TM). 
 
5.3. Actividad antioxidante 
5.3.1. Capacidad de depuración de radicales libres por el método del radical catión 
2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina -6- ácido sulfónico) (ABTS●+) 
5.3.1.1. Preparación del radical catión ABTS 
El radical catión ABTS (ABTS●+) es un radical estable, de color azul/verde que absorbe 
a 734 nm y al ser reducido por una especie radicalaria o por una molécula antioxidante 
se decolora (Figura 2). El grado de decoloración es proporcional a la actividad 
antioxidante de la muestra. El ABTS●+ se genera haciendo reaccionar una solución 
acuosa de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (2,45 mM), se incuba a temperatura 
ambiente (23ºC) en oscuridad durante 16 horas. La solución de ABTS●+ es diluida con 





































5.3.1.2. Método espectrofotométrico 
A 0,1 ml de etanol 60° conteniendo diferentes cantidades de extractos en equivalentes 
de compuestos fenólicos se le adiciona 0,2 ml de la solución de ABTS●+. Se mide la 
absorbancia a 734 nm al 1º minuto y a los 6 minutos de incubación a temperatura 
ambiente. 
Los resultados se expresan en términos de concentración depuradora del 50% de los 
radicales libres (CD50), concentración en equivalentes de ácido gálico necesaria para 
depurar el 50% de los radicales libres ABTS.  
 
5.3.2. Actividad depuradora de peróxido de hidrógeno 
La mezcla de reacción contenía fenol (12 mM), 4-aminoantipirina (0,5 mM), H2O2 (0,7 
mM), buffer fosfato de sodio a pH 7 (84 mM) y diferentes concentraciones de los 
extractos polifenólicos. Se mantuvo 20 min a 35°C, se agregó la peroxidasa de rábano 
picante (0,1 U/ml) y se incubó a 37°C, durante 30 min. La absorbancia se midió a 504 
nm (Fernando y Soysa, 2015). Los resultados se expresaron como valores de CD50 en 
μg EAG/ml. Se utilizó quercetina como compuesto de referencia (1-30 μg/ml). 
 
5.3.3. Actividad depuradora de radical hidroxilo 
La capacidad depuradora de •OH fue determinada según la metodología propuesta por 
Chovot (2010). Los extractos hidroalcohólicos fueron disueltos en un buffer 
KH2PO4/KOH (50 mM, pH 7,4) hasta obtener concentraciones variables entre 0,2-25 μg 
EAG/ml. A 250 μl de estas soluciones, se les adicionaron 50 μl de 2-desoxi-D-ribosa 
(10,4 mM en buffer) y 100 μl de una mezcla de 50 μl de FeCl3 (50 μM en agua) y 50 μl 
de EDTA (52 μM en buffer). En otra serie, la solución de EDTA fue reemplazada por el 
mismo volumen de buffer. Para iniciar la reacción de Fenton se adicionaron 50 μl de 
H2O2 (10 mM en agua) y 50 μl de ácido ascórbico (1.0 mM en buffer). La mezcla se 
incubó a 37°C durante 60 minutos. Luego se adicionaron 10 μl de BHT (2%, p/v en 
etanol) para detener la reacción y 500 μl de ácido tiobarbitúrico (1%) disuelto en una 
solución de ácido tricloroacético (3%, p/v), para detectar el malondialdehído (MDA) 
producido a partir de la 2-desoxi-D-ribosa por el ataque de los radicales hidroxilos 
(Ohkawa y col., 1979). Los tubos se incubaron a 100°C durante 20 minutos. La reacción 
se detuvo transfiriendo los tubos a un baño de hielo. La absorbancia se determinó a 532 
nm. El control positivo de reacción (100% MDA) se llevó a cabo reemplazando los 





los reactivos en ausencia de 2-deoxi-D-ribosa. Los resultados se expresaron como 
valores de CD50 en μg EAG/ml.  
 
5.3.4.  Actividad inhibitoria de la hemólisis oxidativa 
5.3.4.1. Preparación de la suspensión de eritrocitos humanos 
Se utilizó sangre humana (5-10 ml) obtenida de individuos adultos sanos. Se aislaron los 
eritrocitos a partir de sangre conteniendo citrato de sodio por centrifugación a 1100 rpm 
durante 10 min. Luego de la remoción del plasma (sobrenadante), los eritrocitos fueron 
lavados tres veces con buffer PBS (pH 7,4) y centrifugados nuevamente a 1100 rpm 
durante 10 min. Luego del lavado final los mismos fueron resuspendidos en buffer PBS 
con el fin de obtener una solución al 5% (nivel de hematocrito).  
 
5.3.4.2. Ensayo de inhibición de la hemólisis oxidativa 
Con el fin de inducir la cadena de oxidación por radicales libres en los eritrocitos, los 
radicales peroxilos fueron generados por descomposición térmica del AAPH (2,2´-
azobis-(2-amidinopropano) dihidroclorato) disuelto en PBS, de acuerdo con Mendes y 
col. (2011). Para observar los efectos protectores de los extractos hidroalcohólicos 
contra la hemólisis inducida por el AAPH, se colocó 700 µl de la solución de eritrocitos 
con las distintas concentraciones de extracto (0,05-0,23 µg EAG/ml). Luego, se agregó 
700 µl de la solución de AAPH, y se incubó en shaker durante 1 h a 37°C. Luego de la 
incubación, la mezcla se centrifugó a 4000 rpm durante 3 min. El nivel de hemólisis se 
determinó espectrofotométricamente en el sobrenadante a 545 nm en espectrofotómetro 
(UV2400 PC), donde el porcentaje de hemólisis se calculó de la siguiente manera:  
% Hemólisis= A/B x 100 
Donde A es la absorbancia del control con AAPH, conteniendo el solvente en el que se 
diluyen las muestras, y B es la absorbancia de la mezcla de reacción con las muestras. 
Los resultados se expresaron como valores de CI50 en μg EAG/ml.  
 
5.4. Actividad mutagénica. Test de Ames 
El ensayo de mutagenicidad se llevó a cabo de acuerdo con Maron y Ames (1983). Se 
utilizó el método de incorporación directa en placa, usando dos cepas de Salmonella 
typhimurium, TA98 y TA100. Estas cepas presentan mutaciones en los genes 
implicados en la síntesis de histidina, por lo que necesitan un suministro externo de la 





para revertir esta situación y permitir el crecimiento en un medio pobre en histidina. La 
cepa TA 98 da información sobre mutaciones por dislocamiento del cuadro de lectura 
(frameshift), mientras que una respuesta positiva de la cepa TA 100 indica sustitución 
de pares de bases. 
Las cepas bacterianas fueron cultivadas en caldo nutritivo Mueller Hinton a 37ºC 
durante 12-14 hs, hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento. A 2 ml de agar 
blando, suplementado con 0,5 mM de L-histidina y 0,5 mM de D-biotina, se añadieron 
diferentes concentraciones de los extractos disueltos en DMSO (entre 125 y 500 μg 
EAG/placa) y 100 μl de suspensión bacteriana (en fase estacionaria). La mezcla fue 
luego vertida en la superficie de una placa conteniendo medio agar mínimo (sin 
histidina). Las placas fueron incubadas a 37ºC durante 48 hs y las colonias revertantes 
His+ fueron manualmente contadas. En los ensayos fueron incluidos los respectivos 
controles negativos y positivos. Se realizó un control negativo con DMSO (100 
μl/placa) y como control positivo se utilizó el mutágeno directo 4-nitro-O-
fenilendiamina, 4-NPD (10 μg/placa). Todos los ensayos fueron realizados por 
triplicado en dos experiencias separadas. 
Los resultados fueron expresados como Nº de revertantes/placa o mediante la relación 
de mutagenicidad (RM), que es la razón entre el Nº de revertantes de la placa de prueba 
(revertantes inducidos) y el Nº de revertantes en la placa control (revertantes 
espontáneos): 
RM= Nº de revertantes muestra /Nº de revertantes espontáneos 
A través de esta relación, se puede determinar si los extractos poseen un efecto no 
mutagénico (índice menor a 1,5), ligeramente mutagénico (1,5-2) o mutagénico (índice 
mayor a 2). 
 
6. Formulación de fitoterápicos 
6.1. Diseño de formulaciones fitoterápicas 
6.1.1. Microencapsulación de extractos por electrospraying 
Se prepararon soluciones de quitosano al 5% (p/v) disolviendo el polisacárido en ácido 
acético al 80% (v/v) a temperatura ambiente, bajo agitación magnética. Se añadieron los 
extractos de plantas (10% p/p del contenido total de sólidos) a las soluciones de 
quitosano y se agitaron hasta disolución completa. Las soluciones finales fueron 
electropulverizadas siguiendo el procedimiento optimizado por Gómez-Mascaraque y 





con una fuente de alimentación de 0-30 kV de voltaje variable, a un caudal constante de 
0,15 ml/h, un voltaje aplicado de 17 kV y una distancia entre la punta y el colector de la 
jeringa de 10 cm. Las muestras procesadas se recogieron en una placa de acero 
inoxidable. El material en polvo seco obtenido se almacenó en un desecador hasta su 
uso. 
 
6.1.2. Formulación de tabletas vaginales 
Se prepararon tabletas exentas de extractos (placebos) y tabletas conteniendo extractos 
(tanto de los extractos individuales como de las mezclas más activas). La composición 
de cada tableta fue la siguiente: carbopol 934P (100 mg), hidroxipropilmetilcelulosa 
(100 mg), carboximetilcelulosa (50 mg), bicarbonato de sodio (15 mg) y ácido cítrico 
como agente efervescente (5 mg), estearato de magnesio como lubricante (2,5 mg), 
extracto seco (1,5-10 mg). Las tabletas se comprimieron en una máquina tableteadora de 
un solo punzón (Fareast, Shanghai, China) con una presión de 14,3 kN. 
 
6.1.3. Formulación de óvulos vaginales  
Se prepararon óvulos libres de extractos (placebos) y óvulos conteniendo extractos. Para 
la elaboración de los mismos, se fundió gelatina en agua a una temperatura de 60°C, y 
luego se incorporó glicerina (la proporción glicerina:gelatina:agua fue 60:10:30, v:v:v, 
respectivamente). Se enfrió hasta una temperatura aproximada de 40°C y se añadieron 
los extractos vegetales (concentración de 5 a 10 CIM por óvulo), homogeneizando 
suavemente para evitar la formación de burbujas. Se revistieron los moldes utilizados 
con vaselina y se vertió la preparación en los mismos.  Se dejó enfriar en heladera.  
 
6.2. Caracterización de formulados 
6.2.1. Eficiencia de carga 
Las microcápsulas y las tabletas se maceraron en etanol 60° durante 1 h con aplicación 
ultrasónica (10 minutos, cinco veces). Luego, cada extracto se centrifugó a 2950 xg 
durante 5 minutos. Los sobrenadantes fueron recolectados. Se tomaron alícuotas del 
sobrenadante para la determinación de compuestos fenólicos de acuerdo con Singleton y 
col. (1999). Los compuestos fenólicos se identificaron mediante HPLC-DAD. El 
sistema HPLC usado consiste en un sistema de bombas HPLC binarias Waters 1525 con 
un calentador de columna Serie 1500, una válvula de inyección manual con un bucle de 





una columna XbridgeTM 135 C18 (4,6x150 mm, 5 μm; Waters Corporation, Milford, 
MA). El sistema de disolventes para la separación de componentes estaba compuesto 
por disolvente A (ácido acético al 0,1%) y disolvente B (metanol al 0,1%) (condiciones: 
10-57% de B de 0 a 45 min y se mantuvo al 100% de B de 45 a 60 min). La velocidad 
de flujo se estableció en 0,5 ml/ min. Se usó una solución de 2 mg PS/ ml. La 
recolección de datos se llevó a cabo con el software EmpowerTM 2. La determinación 
de los compuestos fenólicos se llevó a cabo comparando los tiempos de retención y los 
datos espectrales (220-600 nm) de cada pico con los de los estándares de Sigma-Aldrich 
(MO, EE. UU.) y Fluka Chemical Corp. (EE. UU.). Los experimentos se realizaron en 
experimentos independientes y por triplicados. 
 
6.2.2. Evaluación de las propiedades físicas de las tabletas 
6.2.2.1. Determinación de dureza 
Se midieron el peso, el grosor, el diámetro y la dureza de 10 tabletas de cada 
formulación. La dureza o resistencia a la tracción (RT) de las tabletas se determinó 
usando un durómetro (VanKel 200, serie Benchsaver ™), (Farmacopea Argentina, 7ma 
edición). RT se calculó como: 
RT = 2F / πdg 
donde F es la máxima fuerza de aplastamiento diametral, y d y g son el diámetro y el 
grosor de la tableta, respectivamente. El RT de cada formulación se midió por 
triplicado.  
 
6.2.2.2. Tiempo de desintegración (TD) 
Se depositó una tableta en cada uno de los 6 tubos de la canastilla de un desintegrador 
(Equipos Farmacéuticos®, Argentina). Se colocó un disco sobre cada comprimido y se 
sumergió la canastilla en agua a 37±2ºC. Una vez puesto el equipo en funcionamiento, 
se registró el tiempo necesario para la completa desintegración de las tabletas 
(Farmacopea Argentina, 7ma edición). El TD se definió como el intervalo requerido 
para la desaparición completa de las tabletas o sus partículas de la red de la canastilla. 
La prueba se hizo por triplicado en cada condición de compresión.  
 
6.2.2.3. Ensayo de friabilidad 
Se tomó una muestra de 10 tabletas previamente pesadas (M1), y se colocó en el tambor 





especificaciones de la Farmacopea Argentina, 7ma edición. Se programó el equipo para 
rotar el tambor 100 veces a 25 rpm. Una vez que el friabilizador finalizó los ciclos, se 
observó la integridad de las tabletas y se procedió a pesarlas (M2). La prueba se realizó 
por triplicado en cada condición de compresión. La friabilidad fue determinada 
mediante la siguiente ecuación: 
Friabilidad (%) = (M1-M2 / M1) x 100. 
 
6.2.3. Caracterización morfológica de los formulados 
La caracterización morfológica de los formulados fitoterápicos se realizó mediante 
microscopía electrónica de barrido (Microscopio Hitachi, S-4800). Las muestras fueron 
recubiertas por pulverización catódica con una mezcla de oro y paladio antes de su 
análisis. Las distribuciones de tamaño de partícula se obtuvieron a partir de las 
micrografías MEB de un mínimo de 200 mediciones por imagen en su aumento original 
utilizando el software FIJI. 
 
6.2.4. Análisis infrarrojo de transformada de Fourier (FT-IR) 
Las muestras (aproximadamente 1-2 mg) de los extractos de plantas, así como las 
microcápsulas y tabletas que contienen los extractos, se dispersaron en 
aproximadamente 130 mg de KBr de calidad espectroscópica. Luego se formó un 
sedimento comprimiendo las muestras a 150 MPa. Los espectros FT-IR se recogieron 
en el modo de transmisión utilizando un equipo FT-IR Tensor 37 de Bruker 
(Rheinstetten, Alemania). Los espectros se obtuvieron promediando 10 escaneos a una 
resolución de 1 cm-1. 
 
6.2.5. Evaluación de la capacidad de hinchamiento de los formulados  
La capacidad de hinchamiento de los formulados se evaluó midiendo su capacidad de 
absorción de agua siguiendo el método adaptado de Bigucci y col. (2015). Se colocaron 
muestras (aproximadamente 25 mg) en trozos circulares de papel de filtro (d = 50 mm) 
previamente empapado con el medio de hinchamiento y colocado en un disco de 
algodón dentro de una placa de Petri conteniendo 5 ml del mismo medio. El medio de 
hinchamiento estaba compuesto de PBS ajustado con ácido ortofosfórico a pH 4,5 para 
simular condiciones vaginales. A diferentes intervalos de tiempo, el papel de filtro más 






La captación de agua (CA) se calculó usando la ecuación: 
CA (%) = (Mt-Mo) /Mt x 100      
donde M0 es la masa inicial de formulados y Mt es la masa de formulados hinchados en 
el tiempo t. Los experimentos se realizaron en triplicados independientes. 
 
6.2.6. Liberación in vitro de extractos desde los formulados 
La liberación in vitro de los diferentes extractos de plantas desde las micropartículas de 
quitosano se evaluó siguiendo un método adaptado de Gómez-Mascaraque y col. 
(2015). Los formulados (0,5 mg de extracto/ ml de medio de liberación) se suspendieron 
en el mismo tampón de fosfato utilizado para los ensayos de hinchamiento (pH 4,5) y se 
almacenaron a 37ºC (temperatura fisiológica). En diferentes intervalos de tiempo, las 
dispersiones se centrifugaron a 2.950 xg y 37ºC durante 5 minutos usando una 
centrífuga Eppendorf 5804 R (Hamburgo, Alemania). Se tomaron alícuotas (0,25 ml) 
del sobrenadante para el análisis de la muestra. El volumen de la alícuota se reemplazó 
por tampón de liberación reciente. Las alícuotas extraídas se analizaron mediante 
espectroscopía UV-Vis usando un espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher 
Scientific, EE. UU.) midiendo su absorbancia a 280 nm. Las curvas de calibración se 
obtuvieron previamente para los diferentes extractos en la solución tampón (R2L. 
divaricata = 0.9958, R2L.cuneifolia = 0.9998, R2L.nitida = 0.9996, R2Z.punctata = 
0.9997, R2T.andina = 0.9999). Como los extractos de plantas solo son parcialmente 
solubles en tampón acuoso, las curvas de calibración correlacionan la absorbancia a 280 
nm con la concentración de la fracción soluble extraída de cada extracto de planta en el 
tampón. Los experimentos se realizaron en experimentos independientes por triplicados. 
 
6.2.7. Liberación de compuestos fenólicos desde los formulados en fluido vaginal 
sintético 
Se desarrolló un medio para simular el fluido producido en la vagina humana. La 
composición del fluido vaginal simulado (FVS) en g/l fue la siguiente: NaCl, 3,51; 
KOH, 1,40; Ca(OH)2, 0,222; albúmina de suero bovino, 0,018; ácido láctico, 2,00; 
ácido acético, 1,00; glicerol, 0,16; urea, 0.4; glucosa, 5.0 (das Neves y col., 2008). La 
mezcla se ajustó a pH 4,2. Los formulados se mantuvieron a 37 ° C durante 24 h en 9 ml 
de FVS, ya que las secreciones vaginales diarias se estimaron en un intervalo de 1-11 
ml. El contenido liberado de compuestos fenólicos totales se determinó de acuerdo con 





calculó considerando como 100% el contenido de compuestos fenólicos de los extractos 
secos utilizados para el desarrollo de las formulaciones. Los compuestos fenólicos 
liberados fueron determinados por HPLC-DAD. Los experimentos se realizaron en 
triplicados independientes. 
 
7. Análisis estadístico 
Los resultados son la media de tres determinaciones ± desviación estándar. Se utilizó el 
software InfoStat (Student Version, 2011) para determinar el nivel de significación (p ≤ 
0.05) mediante el análisis de la varianza (ANOVA) aplicando el post-test de Tukey con 
































La familia Fabaceae tiene una enorme diversidad morfológica, debido al gran número 
de especies en el mundo que ascienden a más de 18.000 especies (Waterman, 1994). Es 
una de las tres familias de vegetación autóctona más representativas con taxa de uso 
medicinal en Argentina (Asteraceae, Fabaceae y Solanaceae).  Zuccagnia punctata es 
una especie perteneciente a un género monotípico y endémico de Argentina de la 
familia Fabaceae. 
1.1. Zuccagnia punctata Cav. 
Sus nombres vulgares son jarilla macho, pus-pus, lata, jarilla pispito, jarilla de la puna 
(Argentina). Su nombre está dedicado al físico y botánico italiano Attilio Zuccagni 
(1754-1807). Z. punctata junto a especies de Larrea constituyen una estepa arbustiva 
conocida como “jarillal”, conformando matorrales de 1,5 a 2,5 m de altura (Alonso y 
Desmarchelier, 2005).  
1.2. Descripción botánica de Z. punctata 
Es un arbusto perenne inerme de 1 a 2,5 m de altura (Figura 1), glutinoso, aromático de 
ramas largas y abundantes, grises o negruzcas. Florece desde agosto a marzo 
presentando inflorescencias en racimos solitarios, erguidos, laxifloros (Figura 1). Las 
flores son amarillo-anaranjadas, bisexuales, subzigomorfas, pediceladas (Ulibarri, 
2008). Los frutos son capsuliformes, ovoide-agudos, indehiscentes, coriáceos, oblicuos, 
comprimidos y estipitados. Sus semillas son ovoides, comprimidas, castañas. Esta 
especie fructifica de noviembre a abril (Mercado y col., 2013). 
1.3. Distribución geográfica y hábitat de Z. punctata 
Zuccagnia punctata es una especie característica de la flora xerófila de la Provincia 
Biogeográfica del Monte (Cabrera, 1976; Zuloaga y Morrone, 1999; Ulibarri, 2008), 
Figura 1. Esta especie está distribuida en regiones áridas y semiáridas de la zona 
occidental de Argentina (Jujuy, Salta, Tucumán, Catamarca, La Rioja, San Juan, 
Mendoza y San Luis) desde los 700 a 2700 msnm. Esta especie se encuentra en la lista 
roja preliminar de plantas endémicas de la Argentina (Categoría 3), Norma RE-84-










Figura 1. Zuccagnia punctata: I. Región de distribución. II. A. Rama en flor. B. Hoja. 
C. Detalle de base de la hoja. D. Fruto. E. Corte del fruto. Tomado de Ulibarri (1994). 
III. A. Fotografía tomada durante la recolección de la muestra en Amaicha del Valle, 











1.4. Usos populares 
Las infusiones y decocciones, así como los extractos preparados por maceración en 
etanol de partes aéreas de Z. punctata (con o sin flores o frutos) se han utilizado 
ampliamente en medicina tradicional en Argentina como antiséptico para pies y 
rubefaciente y para el tratamiento de infecciones bacterianas y fúngicas, asma, artritis, 
reumatismo, inflamación y tumores (Ratera y Ratera, 1980; Toursarkissian, 1980; 
Ortega y col., 2000).  Los tallos se utilizan para la construcción de techos de casas 
(Ulibarri, 2005),  también se utilizan para teñir lana de tonos plomizos  (Burkart, 1952; 
Ratera y Ratera, 1980; Toursarkissian, 1980; Del Vitto y col., 1997; Barboza y col., 
2009). La resina de las hojas se utilizaba en el ritual de momificación y preservación de 
antepasados fallecidos (Instituto de Antropología, UNLaR).  
 
1.5. Composición química y actividades biológicas 
Los primeros estudios fitoquímicos se realizaron en extractos metanólicos de partes 
aéreas de Z. punctata (hojas y ramas), y resultaron en el aislamiento de dos chalconas, 
2ʹ, 4ʹ-dihidroxichalcona (DHC) y 2ʹ, 4ʹ-dihidroxi-3ʹ-metoxichalcona (DHMC) y dos 
flavanonas, 7-hidroxiflavanona (7HF) y 7-hidroxi-8-metoxiflavanona (3,7-DHF) 
(Pederiva y col., 1975; Pederiva y Giordano, 1984; Ortega y col., 2000; Zampini y col., 
2005; Morán Vieyra y col., 2009; Agüero y col., 2010; Nuño y col., 2014) . Posteriores 
estudios permitieron el aislamiento de flavanoles (izalpina, galangina, ramnocitrina), 
flavonas (3,7-dihidroxiflavona, 3,7-dihidroxi-8-metoxiflavona), flavanonas 
(pinocembrina, pinostrobina) y ésteres de ácido cafeico (1-metil-3-(4ʹ-hidroxifenil)-
propil cafeato, 1-metil-3-(3ʹ,4ʹ-dihidroxifenil)-propil cafeato) (Pederiva y Giordano, 
1984; Svetaz y col., 2004; Agüero y col., 2010). Jimenez y col. (2014), informaron el 
aislamiento de una nueva chalcona, 2,6-dihidroxi-4-metoxichalcona a partir de partes 
aéreas de la planta. 
El extracto hidroetanólico de las partes aéreas de Z. punctata presentó actividad contra 
bacterias Gram-negativas multirresistentes a antibióticos aisladas de lesiones humanas, 
tales como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter 
cloacae, Serratia marcescens, Morganella morganii, Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas maltophilia (Zampini y col., 2005). 
2ʹ,4ʹ-dihidroxichalcona exhibió fuerte actividad antibacteriana frente a P. mirabilis, E. 
cloacae, S. marcescens, M. morganii, A. baumannii, P. aeruginosa y S. maltophilia 





de la misma (7-hidroxiflavanona, 2ʹ,4ʹ-dihidroxichalcona y 3,7-dihidroxiflavona) 
también fueron activos contra bacterias Gram-positivas (Zampini y col., 2012). 
Se reportó el efecto de Z. punctata frente a levaduras patógenas humanas (Candida 
albicans, Saccharomyces cerevisiae y Cryptocccus neoforms) (Svetaz y col., 2007; 
Svetaz y col., 2010; Agüero y col., 2011). La actividad antifúngica se atribuyó a DHC 
(Svetaz y col., 2007; Agüero y col., 2011; Nuño y col., 2014, 2015). Butassi y col. 
(2015; 2018) han reportado el efecto sinérgico del extracto diclorometánico de Z. 
punctata y el extracto diclorometánico de Larrea nitida sobre el crecimiento de C. 
albicans y C. glabrata. Nuño y col. (2014) demostraron que los extractos 
diclorometánicos de Z. punctata y las chalconas aisladas a partir de los mismos son 
eficaces como inhibidores del crecimiento de Candida y de formación de biofilm. Se 
demostró además una actividad muy fuerte de los extractos polifenólicos de Z. punctata 
sobre hongos dermatófitos aislados comúnmente de infecciones cutáneas (Microsporum 
gypseum, Tricophyton rubrum y T. mentagrophytes), lo cual se atribuyó a las chalconas 
DHC y DHMC (Svetaz y col., 2007; Agüero y col., 2010; Svetaz y col., 2010). Álvarez 
y col. (2012) han demostrado que los aceites esenciales obtenidos de Z. punctata 
también muestran actividad antifúngica frente a los dermatófitos M. gypseum, T. 
rubrum y T. mentagrophytes. 
Varios autores han informado de la actividad del extracto de Z. punctata contra el 
crecimiento de hongos que destruyen la madera como Lenzites elegans, Schizophyllum 
commune, Pycnoporus sanguineus y Ganoderma applanatum, y hongos patógenos de 
plantas tales como Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus , Colleotrichum truncatum, 
Fusarium oxysporum, F. verticillioides, F. graminearum sensu stricto, F. boothii, F. 
meridionale, F. subglutinans, F. thapsinum, Penicillium notatum y Phomopsis 
longicolla (Quiroga y col., 2001; Svetaz y col., 2004; Agüero y col., 2010; Jimenez y 
col., 2014). Los principales compuestos con actividad en estos hongos fitopatógenos 
fueron identificados como chalconas (DHC y DHMC), 7-HF y 1-metil-3- (4-
hidroxifenil) -propil cafeato (Svetaz y col., 2004; Agüero y col., 2010; Jimenez y col., 
2014). 
Se ha demostrado la capacidad antioxidante de los extractos hidroetanólicos e 
infusiones de Z. punctata (Nuño y col., 2015; Carabajal y col., 2017). Avila y col. 
(2001) y Morán Vieyra y col. (2009) informaron sobre las propiedades antioxidantes y 
mecanismos de tres flavonoides estructuralmente relacionados aislados de Z. punctata, 





Por otra parte, se demostró el efecto de chalconas aislados de las partes aéreas de Z. 
punctata sobre la enzima COX-2 (Alberto y col., 2007). Varias chalconas sintéticas 
demostraron ser activas hacia uno o más mediadores inflamatorios (Batovska y 
Todorova, 2010).  
DHC aislada de Z. punctata mostró un efecto antihelmíntico y alteración de los 
procesos de incubación de huevos y larvas de Caenorhabditis elegans (D’Almeida y 
col., 2015).  
Se demostró que los extractos hidroetanólicos de Z. punctata, 3,7-DHF y, en menor 
grado, DHC, fueron capaces de inhibir factores de resistencia a quimioterápicos tales 
como las bombas de eflujo (Chieli y col., 2012). 
Otros autores demostraron que el extracto de Z. punctata no presenta efecto genotóxico 
sobre células de hepatoma humano (HepG2) y protege al ADN contra el daño inducido 
por la acción directa del compuesto genotóxico 4-nitroquinolina (4-NQO), y que esta 
capacidad protectora podría estar relacionada a la presencia de 2ʹ,4ʹ-dihidroxichalcona 
en el extracto (Zampini y col., 2008). 
Se analizaron los posibles efectos hepatotóxicos y nefrotóxicos del extracto de Z. 
punctata en ratones con y sin infecciones estreptocócicas. Se demostró que la ingesta de 
una o dos veces al día de 1 mg de extracto de planta durante siete días no resulta tóxica 
(Zampini y col., 2012). Por otro lado, se estudió el efecto del extracto seco de Z. 
punctata y los flavonoides aislados del mismo sobre la reactividad vascular en aortas de 
conejos normales y sometidos a dietas hipercolesterolemica demostrando que puede 
mejorar la disfunción endotelial. Se demostró que el extracto seco de Z. punctata, así 
como sus flavonoides aislados, tienen efecto vasodilatador, respuesta a acetilcolina y 
son potentes inhibidores de la vasoconstricción inducida por la estimulación de los 
receptores de fenilefrina y angiotensina II en condiciones de hipercolesterolemia. 
Considerando sus propiedades como antagonista competitivo de la angiotensina II, 
podría utilizarse para bajar la presión arterial en pacientes con hipertensión leve, así 
como en los pacientes que tienen efectos secundarios adversos para antihipertensivo 
comerciales (Roco y col., 2017).  La administración oral de Z. puctata mejora el perfil 
de lípidos, reduce el estrés oxidativo y normaliza la función vascular en conejos 








Objetivo general: El objetivo de esta investigación es evaluar el potencial uso de 
extractos hidroalcohólicos de Zuccagnia punctata en candidiasis vulvovaginal como 
antimicótico, antioxidante y antiinflamatorio. 
Objetivos específicos: 
1. Caracterizar la materia prima (partes aéreas de Z. punctata) desde el punto de vista 
morfoanatómico. 
2. Obtener un extracto hidroalcohólico a partir de partes aéreas de la especie y 
estandarizarlo desde el punto de vista químico. 
3. Evaluar el efecto del extracto estandarizado sobre el crecimiento de especies de 
Candida aisladas de infecciones vaginales. 
4. Evaluar el efecto del extracto estandarizado sobre el crecimiento de Lactobacillus 
spp. aislados de microbiota vaginal normal. 
5. Evaluar la capacidad de extractos estandarizados de controlar los procesos oxidativos 
e inflamatorios asociados a la candidiasis vaginal. 
 
2. Resultados y discusión 
2.1. Caracterización morfoanatómica de Z. punctata 
De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud la descripción macroscópica y de 
los parámetros micrográficos cualitativos y cuantitativos de una especie vegetal es el 
primer paso para establecer la identidad botánica y el grado de pureza de una planta 
medicinal y debería ser llevado a cabo en etapas tempranas de la investigación sobre la 
misma.  
Estos estudios permiten realizar el control de calidad de muestras simples y mezclas, 
pudiendo determinar la adulteración con otras especies. De allí que se analizaron los 
caracteres diagnósticos macroscópicos y microscópicos de las partes aéreas de Z. 
punctata, para su posterior uso en controles de calidad de la materia prima a utilizar en 
el desarrollo de productos fitoterápicos. 
Caracteres macroscópicos 
Z. punctata tiene hojas pseudo-paripinnadas (Figura 1) con folíolos subópticos, 
nanófilos con ápice acuminado, base redondeada y margen completo (Lersten y Curtis, 
1996; Mercado y col., 2013). 
Caracteres microscópicos  
Ambas superficies epidérmicas de las valvas y los raquis presentan células epidérmicas 





hundidos glandulares ubicados en criptas y tricomas unicelulares no glandulares 
dispuestos en los márgenes (Figuras 2A-F y 3A) (Lersten y Curtis, 1996; Álvarez y col., 
2012; Mercado y col., 2013). En el corte, los folíolos son isolaterales y anfistomáticos 
(Figuras 2E y 3A). La vena media presenta un haz vascular colateral con capas 
esclerénquimatosas en el floema (Figura 3A). Los idioblastos que contienen drusas en el 
mesófilo son abundantes (Figura 3A). 
 
2.2. Caracterización fitoquímica de un extracto hidroalcohólico de Z. punctata 
2.2.1. Determinación cualitativa de fitoquímicos  
A partir del extracto hidroalcohólico de Z. punctata preparado de acuerdo con lo que se 
describe en Materiales y Métodos se obtuvo un rendimiento de extracto seco de 
38,5±2,1 (%, g ES/100 g material vegetal seco).  
Debido a la gran variedad de sustancias bioactivas presentes en las plantas, el extracto 
hidroalcohólico se sometió a un tamizaje fitoquímico a fin de tener un panorama general 
de la composición química del mismo. El análisis del perfil fitoquímico cualitativo del 
extracto de Z. punctata permitió la detección de taninos, flavonoides, triterpenos y/o 
esteroides, para los cuales se evidenciaron reacciones de reconocimiento fuertemente 
positivas. Se obtuvieron resultados negativos para saponinas, alcaloides, glucósidos 
cardiotónicos, cumarinas y derivados antracénicos libres.  
 
2.2.2. Determinación cuantitativa de fitoquímicos  
El extracto presentó un alto contenido de compuestos fenólicos totales (354,70±2,7 mg 
EAG/g PS) superior al reportado para extractos etánolicos de Z. punctata por Zampini y 
col. (2012) (54 mg EAG/g PS) y para extractos diclorometánicos por Nuño y col. 
(2015) (170 mg EAG/g PS). Los niveles de fenólicos no flavonoides (128,91±12,6 mg 
EAG/g PS) fueron similares a los informados por Nuño y col. (2015) (145 mg EAG/g 
PS). Se calculó el contenido de compuestos fenólicos flavonoides por diferencia entre 
los anteriores y se encontró que los niveles de fenólicos flavonoides son superiores 
(225,79±15,3 mg EAG/g PS) a los no flavonoides, indicando la riqueza del extracto 
analizado en flavonoides. Los niveles de taninos condensados (135,24±7,0 mg EPB2/g 
PS) y taninos hidrolizables (6,61±0,6 mg EAG/g PS) revelan que esta especie está 







Tabla 1. Composición fitoquímica de los extractos hidroalcohólicos de Z. punctata 
Contenido de fitoquímicos Z. punctata 
Fenólicos totales libres (mg EAG/g PS) 354,70±2,70 
Fenólicos no flavonoides (mg EAG/g PS) 128,91±12,60 
Fenólicos flavonoides (mg EAG/g PS) 225,79±15,30 
Flavonas y flavanonas (mg EQ/g PS) 74,93±4,23 
Taninos condensados (mg EPB2/g PS) 135,24±7,00 
Taninos hidrolizables (mg EAG/g PS) 6,61±0,60 
Rendimiento (%, g ES /100 g material vegetal seco) 38,50±2,10 
EAG: equivalentes de ácido gálico, EQ: equivalentes de quercetina, EPB2: equivalentes 
de procianidina B2, PS: peso del extracto seco, ES: extracto seco. Los valores se 
reportan como media ± desviación estándar de triplicados. 
 
2.2.3. Perfil cromatográfico 
2.2.3.1. Cromatografía en capa fina 
Los análisis cromatográficos en placas de sílica gel (Figura 4), revelaron la presencia de 
diferentes tipos de compuestos fenólicos, compuestos flavonoides (bandas verde-
anaranjadas), chalconas (bandas negras) y ácidos fenólicos y/o cumarinas (bandas 
azules), que fueron activas al UV. No se detectó la presencia de alcaloides. 
 
Figura 4. Cromatografía en capa fina del extracto etanólico de Z. punctata. A. Placa 
visualizada a la luz ultravioleta de 254 nm. B. Placa revelada con NP y visualizada a la 
luz ultravioleta de 365 nm.  
 
2.2.3.2. HPLC-ESI-MS/MS 
El análisis de HPLC-ESI-MS/MS del extracto de Z. punctata (Figura 5) permitió la 





dímeros de catequina; trímero de catequina; dímero de galato de catequina), siete 
glucósidos flavonoides (quercetin rutinósido; galato de quercetin rutinósido; quercetin 
hexósido; galato de quercetin hexósido; derivado de quercetina; naringenina rutinósido; 
galangina di-ramnósido), un flavonoide (pinocembrina), siete derivados de ácido 
fenólico (ácido quínico; ácido galoilquínico; ácido digaloilquínico; 1-metil -3- (3', 4'-
dihidroxifenil) -propil-cafeato; 1-metil-3-(4'-hidroxifenil)-propil-cafeato; 1-metil-3-(3', 
4'-dihidroxi fenil)-propil-cumarato y 1-metil-3-fenil propil cafeato) y tres chalconas 
(hexósido de trihidroxi dihidrochalcona; 2', 4'- dihidroxidihidrochalcona; 2', 4'-
dihidroxichalcona) (Figura 5, Tabla 2). Otros autores demostraron la presencia de 2', 4'-
dihidroxichalcona y 2', 4'-dihidroxi-3'-metoxi chalcona, así como la presencia de 
dihidrochalconas, tales como la 2', 4'-dihidroxi dihidrochalcona, y 4'-hidroxi-2'-
metoxidihidrochalcona (Solorzano y col., 2017). Se encontraron dos dihidro chalconas, 
una que ya fue reportada en Z. punctata (Solorzano y col., 2017), y la otra, el hexósido 
de trihidroxi dihidrochalcona, que se reporta por primera vez para la especie en este 
trabajo de Tesis. En la familia Fabaceae se han identificado numerosas dihidrochalconas 
simples hidroxiladas y metoxiladas asi como O y C glicósidos de dihidrochalconas 
(Riviere, 2016). Se han demostrado numerosas bioactividades para estos compuestos, 
tales como antioxidante, antiinflamatoria, inhibidora de glicosidasa, hepatoprotectora, 
entre otras (Riviere, 2016). La floridzina, un glicósido de dihidrochalcona ampliamente 
distribuido en el reino vegetal, actúa como un potente hipoglucemiante y como un 
fitoestrógeno (Riviere, 2016). La naringenin dihidrochalcona y la neohesperidin 
chalcona son potentes endulzantes con una potencia 20 veces superior a la sacarina en la 
misma concentración (Eichenberger y col., 2017). Por otro lado, si bien se informaron 
en trabajos previos la presencia de chalconas, dihidrochalconas, flavonas, flavanonas y 
derivados del ácido cafeico esta es la primera vez que se informa la presencia de taninos 
condensados, derivados galoil quínicos y glicósidos de quercetina en extractos 
hidroalcohólicos de Z. punctata. Es relevante señalar que el ácido quínico y sus 
derivados poseen actividades de radioprotección, anti-neuroinflamatoria, 
antiinflamatoria, y antimicrobiana (Ozçelik y col., 2011; Jang y col., 2017) y que las 
catequinas poseen fuerte actividad antioxidante, antimutagénica, antidiabética, 
antibacteriana, antiviral, antienvejecimiento y antiinflamatoria (Aree y 
Jongrungruangchok, 2016; Grzesik y col., 2018). 
En la Figura 6 se muestra la estructura química de algunos compuestos identificados en 






Figura 5. Cromatograma de HPLC-MS de Z. punctata. Identificación de compuestos. 1: 
ácido quínico; 2: ácido galoilquínico; 3: dímero de catequina; 4: ácido digaloilquínico; 
5: dímero de catequina; 6: trímero de catequina; 7: catequina; 8: catequina dímero 
galato; 9: Q-rutinósido; 10: galactato de rutinósido Q; 11: Q-hexósido; 12: galato de Q-
hexósido; 13: derivado de Q; 14: hexósido de trihidroxi dihidrochalcona; 15: 
naringenina rutinósido; 16: galangina diramnósido; 17: 1-metil -3- (3', 4'-dihidroxifenil) 
-propil cafeato; 18: 1-metil-3-(4'-hidroxifenil)-propil cafeato; 19: pinocembrina; 20: 1-
metil-3-(3', 4'-dihidroxifenil)-propil cumarato; 21: 2', 4'- dihidroxidihidrochalcona; 22: 
2', 4'-dihidroxichalcona; 23: 1-metil-3- (fenil)-propil cafeato. Q: quercetina. 
 
 







Figura 6. Estructura química de algunos de los compuestos identificados en el extracto 








Tabla 2. Identificación de compuestos del extracto de Z. punctata por HPLC-ESI-
MS/MS en el modo de ion negativo. 
Compuesto Tr(min) [M-H]- MS/MS Identificación  
1 5,7 191 172(80), 126(100), 
110(44), 92(86), 84(92) 
Ácido quínico 
2 7,9 343 191(100) Ácido galoilquínico 
3 10,6 577 559(24), 451(73), 
425(100), 407(19), 289(16) 
Dímero de catequina 
4 11,2 495 343(100), 191(6) Ácido digaloilquínico 
5 12,0 577 559(19), 451(70), 
425(100), 407(14), 289(8) 
Dímero de catequina 
6 12,3 865 739(26), 713(26), 695(68), 
577(100) 
Trímero de catequina 
7 13,8 289 245(100) Catequina 
8 15,5-15,8 729 577(100) Dímero de galato de catequina 
9 22,4 609 301(100) Quercetina rutinósido 
10 23,7 761 609(18), 459(18), 301(100) Quercetina rutinósido galato 
11 23,9 463 301(100) Quercetina hexósido 
12 24,5-25,7 615 301(100) Quercetina hexósido galato 
13 30,0-31,1 585 301 Derivado de quercetina 
14 34,0-35,0 419 257(31), 239(66), 213(100) Trihidroxi dihidrochalcona 
hexósido 
15 44,0 579 271(100) Naringenina rutinósido 
16 46,0-46,4 561 269 (100), 213   Galangina diramnósido 
17 47,9-48,5 343 179(100) 1-Metil-3-(3',4'-dihidroxifenil)-
propil cafeato 
18 52,6-53,2 327 179(100), 135(14) 1-Metil-3-(4'-hidroxifenil)-
propil cafeato 
19 55,3 255 227(23), 213 (29), 211(31) Pinocembrina 
20 59,8 311 163(100) 1-Metil-3-(3',4'-dihidroxifenil)-
propil cumarato 
21 66,8 241 197(42), 149(48), 109(33) 2',4'-Dihidroxidihidrochalcona 
22 68,5-70,2 239 197(92), 153(10), 135(26) 2',4'-Dihidroxichalcona 
23 73,0-73,9 311 179(100), 135(4) 1-Metil-3-(fenil)-propil cafeato 
 
 
2.2.4. Análisis fitoquímico del lavado foliar 
El área foliar de Z. punctata fue 9,01±0,1 cm2/ hoja y el contenido de ceras cuticulares 
fue 88 µg/cm2. En la cera foliar de Z. punctata, los principales constituyentes alcanos 
fueron n-heptacosano (C27), n-nonacosano (C29) y n-hentriacosano (C31). El contenido 
de compuestos polifenólicos totales en la superficie foliar fue de 177±13 µg EAG/cm2. 
El análisis del lavado foliar por cromatografía en capa fina mostró un patrón flavonoide 
significativo; reveló la presencia de dos bandas principales con valores de Rf 
coincidentes con los estándares comerciales de chalconas (DHC). Se confirmó la 
presencia de ácido cinámico (C1) y DHC (C2) mediante HPLC-DAD, coinyección de 
compuestos de referencia y H1 RMN (datos no mostrados). El contenido de DHC fue de 






2.3. Localización histoquímica de chalconas en tejidos de Z. punctata 
Sobre la base de los resultados previos (Mercado y col., 2013), los preparados frescos 
de Z. punctata se sometieron a estudios de histolocalización de compuestos 
polifenólicos (flavonoides y chalconas). El reactivo de Neu, un reactivo estándar para 
fenoles, forma complejos con compuestos fenólicos que luego emiten una fluorescencia 
específica. Durante la inmersión de las secciones transversales, este reactivo que 
contiene metanol disuelve la clorofila y elimina casi por completo su fluorescencia roja, 
lo que permite una mejor localización in situ de flavonoides por la fluorescencia 
amarillenta específica que emiten bajo luz ultravioleta. 
En los folíolos de Z. punctata, se observó fluorescencia amarillenta intensa en la 
cutícula indicando una alta concentración de flavonoides y baja fluorescencia en células 
del parénquima en empalizada, tricomas glandulares, paredes de los vasos xilemáticos y 
en las paredes de la cubierta de células esclerenquimáticas (Fig. 3C y D). El espectro 
obtenido por espectrometría por dispersión de energía de rayos X de la superficie de la 
hoja fresca mostró la presencia de 70% C y 20% O y se encontró una proporción similar 
en la chalcona comercial, sugiriendo la naturaleza química de los productos depositados 
en la superficie de la hoja (Fig. 2G-H). 
En nuestras condiciones de ensayo, después del lavado foliar con cloroformo, en la capa 
epidérmica se observaron disminuciones de la fluorescencia bajo luz UV y del espesor 
de la capa de la cutícula, mientras que la fluorescencia amarillenta permaneció en los 
tricomas glandulares (Fig. 3D-F). Esta observación indica que un alto nivel de 








Figura 2. Microscopía electrónica de barrido de Z. punctata. A y B. Superficie del 
folíolo con estomas ciclocíticos, tricomas glandulares capitados hundidos y tricomas 
unicelulares no glandulares dispuestos en los márgenes. C y D. Superficie del raquis 
mostrando estomas, tricomas no glandulares y tricomas glandulares capitados. E. Corte 
transversal del folíolo. F. Detalles del corte transversal de la hoja, tricoma glandular 
capitado hundido y cutícula gruesa. Barras de escala A=100 mm; B, D-F=20 µm y 
C=200 µm. G. Espectros de dispersión de energía de rayos X de la superficie del 








Figura 3. Localización histoquímica de flavonoides de folíolos de Z. punctata. A. 
Aspecto general del transcorte de folíolo mostrando tricomas glandulares (gt) y 
eglandulares (et) y el mesófilo en empalizada (pm) mediante técnicas de anatomía 
convencionales con azul-safranina. B, C y D. Folíolos antes de lavados foliares. B. 
Tejidos de folíolos tratados con el reactivo de Neu y observados bajo luz UV; nótese la 
fluorescencia intensa en la cutícula (cu) y la fluorescencia débil en el mesófilo en 
empalizada (flecha, pm) y los haces vasculares (flecha, vb). El recuadro muestra 
detalles del haz vascular; la fluorescencia amarillenta brillante de las paredes de la 
cubierta de células esclerenquimáticas (sbs) y las paredes del vaso del xilema (xv) es 
atribuible a los flavonoides unidos a las paredes celulares. C. material fresco; tricoma 
glandular observado bajo microscopio de luz. D. Tejidos teñidos con el reactivo de Neu 
observado bajo luz ultravioleta; nótese que la fluorescencia del tricoma glandular es 
secundaria, enmascarada por el brillo de la cutícula. E y F. Folíolo después de lavados 
foliares: E. Tricoma glandular fresco observado bajo microscopía de luz. F. Tejidos del 
folíolo tratados con el reactivo de Neu y observados con luz ultravioleta, nótese la 
fluorescencia en las células del tricoma glandular y la disminución evidente en la 
fluorescencia. Barras de escala=100 µm. Filtro UV-1A: filtro de excitación de 365 nm, 





2.4. Actividades biológicas del extracto de Z. punctata  
2.4.1. Actividad antifúngica 
Trabajos previos indican que extractos de Z. punctata de mayor graduación alcohólica 
que el estudiado en este trabajo y extractos diclorometánicos son activos frente a 
levaduras patógenas humanas (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae y 
Cryptocccus neoforms) (Svetaz y col., 2007, 2010; Agüero y col., 2011; Nuño y col., 
2014),  sobre hongos dermatofitos aislados comúnmente de infecciones cutáneas 
(Microsporum gypseum, Tricophyton rubrum y T. mentagrophytes) (Svetaz y col., 
2007; Agüero y col., 2010; Svetaz y col., 2010), sobre hongos que destruyen la madera 
como Lenzites elegans, Schizophyllum commune, Pycnoporus sanguineus y Ganoderma 
applanatum, y sobre hongos patógenos de plantas tales como Aspergillus niger, A. 
fumigatus, A. flavus , Colleotrichum truncatum, Fusarium oxysporum, F. verticillioides, 
F. graminearum sensu stricto, F. boothii, F. meridionale, F. subglutinans, F. thapsinum, 
Penicillium notatum y Phomopsis longicolla (Quiroga y col., 2001; Svetaz y col., 2004; 
Agüero y col., 2010; Jimenez y col., 2014). En vista del objetivo planteado en esta Tesis 
Doctoral de bioprospectar especies vegetales que sean potencialmente útiles para 
controlar infecciones vaginales, y dado los antecedentes de actividad antifúngica de Z. 
punctata, decidimos ensayar el efecto del extracto hidroalcohólico estandarizado 
químicamente frente a aislamientos clínicos de Candida obtenidos a partir de 
infecciones vaginales. 
 
2.4.1.1. Determinación cualitativa. Ensayo bioautográfico en cromatografía en capa 
fina 
La actividad del extracto de Z. punctata frente a C. albicans se reveló mediante un 
análisis bioautográfico. Se observó que el extracto en siembra puntual de 100 µg EAG 
(sin desarrollar en un sistema cromatográfico) inhibe el crecimiento de Candida, lo que 
demuestra la actividad antifúngica del fitocomplejo (Figura 7). El análisis 
bioautográfico del extracto desarrollado en cromatografía de capa fina reveló la 
presencia de más de un compuesto con actividad antifúngica (Figura 7). Las bandas de 
inhibición del crecimiento presentaron valores de Rf coincidentes con los valores de Rf 
de los compuestos determinados en el perfil cromatográfico por HPLC-DAD, 2ʹ, 4ʹ-







Figura 7. Ensayo bioautográfico del extracto de Z. punctata frente a C. albicans: A. 
Siembra puntual de 100 μg EAG en placas de sílica gel F254. B. Extracto de Z. 
punctata desarrollado en un sistema cromatográfico en placas de sílica gel F254 
utilizando tolueno/acetona/cloroformo (4,5:3,5:2,5; v/v/v). En ambos casos las placas 
fueron inoculadas con C. albicans, incubadas a 37ºC y reveladas con una sal de 
tetrazolium (3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium) para determinar la 
viabilidad celular. C. Extracto etanólico desarrollado igual que en (B), revelado con NP 
y visualizado con luz ultravioleta de 365 nm.   
 
2.4.1.2. Determinación cuantitativa de la actividad antifúngica 
De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos bioautografícos se decidió 
cuantificar el efecto del extracto sobre un mayor número de cepas. La actividad 
antifúngica del extracto se evaluó siguiendo el protocolo descripto en el Capítulo II, 
apartado 5.1. Se realizaron ensayos in vitro utilizando 10 cepas obtenidas a partir de 
exudados vaginales de pacientes con infección vaginal causada por levaduras. Se 
incluyeron tres cepas de Saccharomyces cerevisiae, tres cepas de C. albicans, tres de C. 
glabrata y una cepa de C. tropicalis. Algunas cepas de S. cerevisiae y C. albicans y no 
albicans resultaron susceptibles a azoles como el fluconazol, voriconazol, itraconazol 
(85%) y otras resultaron resistentes (R) (15%). Las especies de Candida y S. cerevisiae 
también fueron susceptibles a la nistatina y a la anfotericina B (Tabla 3). 
En los ensayos de microdilución, el extracto de Z. punctata demostró ser eficaz contra 
las especies de levaduras ensayadas. Los valores de CIM50 se encontraron alrededor de 
12,5 μg EAG/ml en todos los casos, excepto para C. krusei, que presentó un valor de 25 
μg EAG/ml. Los valores de CIM90 se encontraron en un rango de concentraciones de 25 
a 100 μg EAG/ml (Tabla 3). La actividad del extracto se examinó en términos de 
concentración fungicida mínima (CFM), para determinar si los resultados de 
 





susceptibilidad antifúngica se correlacionaban con su capacidad de matar al 99,9% de 
los microorganismos. Para todos los aislamientos, los valores de CFM fueron superiores 
a los valores de CIM90 (Tabla 3). Los valores de CIM y CFM obtenidos fueron 
inferiores a los reportados por Nuño y col. (2014) para un extracto diclorometánico de 
Z. punctata, donde se informaron valores de CIM correspondientes a 400 μg/ml y 
valores de CFM entre 400 y 1200 μg/ml frente a cepas de C. albicans, C. tropicalis, C. 
krusei, C. parasilopsis, C. glabrata, C. guilliermondii y C. albicans ATCC 10231. 
Svetaz y col. (2007) informaron valores de CIM de 62,5 μg/ml frente a C. albicans y S. 
cerevisiae, obtenidos al utilizar un extracto diclorometánico de Z. punctata. 
Por otro lado, al realizar los ensayos de macrodilución frente a lactobacilos, el extracto 
de Z. punctata demostró inhibición del crecimiento de L. casei CRL1267, L. paracasei 
CRL1291 y L. johnsonii CRL1292, con valores de CIM superiores a los obtenidos 
frente a las cepas de Candida y S. cerevisiae (>100 μg EAG/ml), con lo cual, en 
principio el extracto de Z. punctata no afectaría la viabilidad de la microbiota bacteriana 
en el rango de concentraciones necesarias para inhibir a las levaduras. 
El extracto de Z. punctata mostró una potencia similar o mayor en comparación con 
extractos acuosos e hidroalcohólicos de la misma y otras especies de plantas xerófitas 
recolectadas en ambientes áridos del noroeste de Argentina contra bacterias Gram 
positivas y Gram negativas (Zampini y col., 2005, 2009, 2012).  
La actividad antifúngica del extracto se podría atribuir principalmente a la presencia de 
2ʹ, 4ʹ-dihidroxichalcona (Quiroga y col., 2001; Svetaz y col., 2007; Svetaz y col., 2010; 
Agüero y col., 2011). La actividad antifúngica de la chalcona se ha atribuido en gran 
parte a la fracción de enona reactiva. Como receptor de la reacción de Michael, la 
unidad de enona se une a los grupos tiol de ciertas proteínas. Probablemente de esa 
manera, la mayoría de los chalconas inhiben la biosíntesis de la pared celular de la 
levadura y así despliegan su potencial antifúngico (Lahtchev y col., 2008). Nuño y col. 
(2014), mostraron que el extracto diclorometánico de Z. punctata y las chalconas 
aisladas del mismo son efectivos no solo como inhibidores del crecimiento de Candida, 
sino también como inhibidores de la formación de biopelículas, de biofilm preformado 
de Candida y del tubo germinativo, en dosis inferiores a los valores de CIM. Además, 
son capaces de inhibir las exoenzimas (fosfolipasa y hemolisina) responsables de los 
mecanismos de invasión de las cepas de Candida. Todos estos efectos podrían moderar 





Se informó además la actividad inhibitoria del ácido quínico frente a C. glabrata y C. 
parapsilopsis (Ozçelik y col., 2011) y de pinocembrina frente a C. albicans (Lu y col., 
2017). Estos compuestos presentes en Z. punctata también podrían contribuir a la 
actividad antifúngica del extracto. 
Tangarife-Castaño y col. (2011) sugirieron un sistema de clasificación para la actividad 
antifúngica de derivados de plantas basados en valores de CIM, como inhibidores 
potentes (valores de CIM <500 μg/ml), inhibidores moderados (valores de CIM de 600-
1500 μg/ml) e inhibidores débiles (MIC valores de >1600 μg/ml). De acuerdo con esta 
clasificación, el extracto hidroalcohólico de Z. punctata podría considerarse un agente 
antifúngico fuerte. 
 
Tabla 3. Efecto del extracto hidroalcohólico de Zuccagnia punctata en diferentes 
aislados clínicos de levaduras de infecciones vaginales en seres humanos. 
*Los valores de CIM representan el 90 y 50% de la inhibición del crecimiento en 
comparación con el control de crecimiento. E-Zp: Extracto de Z. punctata; Flu: 
Fluconazol; Am: Anfotericina B; Ny: Nistatina; R: Resistente; S: Sensible. 
 
2.4.2. Actividad antioxidante  
Se determinó la actividad antioxidante del extracto estandarizado realizando el ensayo 
de depuración del radical catión ABTS (ABTS●+) y el ensayo de inhibición de la 
hemólisis oxidativa (AAPH); así como también ensayos sobre especies reactivas de 
oxígeno, radicalarias y no radicalarias (●OH y H202). 
El extracto hidroalcohólico de Z. punctata demostró poseer actividad antioxidante por 
todos los métodos empleados. En el ensayo del ABTS●+ se obtuvo un valor de CD50 de 
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9,1±0,5 μg PS/ml, inferior a los obtenidos con el antioxidante sintético butil 
hidroxitolueno y el antioxidante natural quercetina (Tabla 4). Esta potencia fue mayor a 
la informada para un extracto acuoso (CD50 17,1±0,1 μg/ml; Carabajal y col., 2017) y 
para un extracto en diclorometano de Z. punctata (20,1±0,5 μg/ml; Nuño y col., 2015). 
En el ensayo de la inhibición de la hemólisis oxidativa, el extracto de Z. punctata 
exhibió un fuerte efecto protector sobre la lipoperoxidación de glóbulos rojos, con 
valores de CI50 de 0,14 μg PS/ml, siendo entre 6 y 8 veces más potente que los 
antioxidantes quercetina y BHT usados como referencia (Tabla 4). El extracto fue 
treinta veces más potente sobre el ●OH que el antioxidante natural quercetina, mientras 
que su potencia antioxidante frente al H2O2 fue considerablemente menor que frente al 
●OH. Es importante resaltar que los lactobacilos presentes en la microbiota vaginal 
producen H2O2 para dificultar la germinación de los micelios e inhibir la proliferación 
de microorganismos patógenos (Ferrer, 2000, Petrova y col., 2013; Vizcaíno y col., 
2016), por lo cual, el extracto de Z. punctata al tener una baja potencia como depurador 
de peróxido de hidrógeno no afectaría este mecanismo de defensa de la microbiota 
normal. 
La actividad antioxidante del extracto se podría atribuir a la presencia de 2ʹ,4ʹ-
dihidroxichalcona (Morán Vieyra y col., 2009; Nuño y col., 2015), dihidrochalconas 
(Riviere, 2016), pinocembrina (Vargas-Sánchez et.al, 2015), catequinas (Aree y 
Jongrungruangchok, 2016; Grzesik y col., 2018), derivados de quercetina (D’Andrea, 
2015; Wang y col., 2016) y derivados del ácido cafeico y cinámico (Anantharaju y col., 
2016; Taofiq y col., 2017; Shahidi y Yeo, 2018) compuestos con conocida potencia 
antioxidante presentes en el extracto hidroalcohólico.  
 
Tabla 4. Actividad antioxidante del extracto de Zuccagnia punctata. 









E-Zp 9,13±0,50c 0,14±0,01a 0,98±0,05a 184,84±15,20b 
BHT 3,50±0,20b 1,20±0,10c - - 
Quercetina 1,40±0,10a 0,90±0,08b 30,0±2,00b 38±3,20a 
E-Zp: extracto de Z. punctata; BHT: butil hidroxitolueno. Los valores se reportan como 
media ± desviación estándar de triplicados. Diferentes letras en la misma columna 
indicaron diferencias significativas en la actividad antioxidante de acuerdo con la 





2.4.3. Actividad antiinflamatoria 
El enfoque terapéutico tradicional hacia las enfermedades inflamatorias se centra en 
seleccionar pasos específicos de vías particulares. En este sentido, la composición 
compleja del extracto de plantas o mezclas de extractos de plantas sería útil para inhibir 
diferentes vías o una vía en diferentes niveles para lograr un tratamiento más eficiente 
de enfermedades complejas como vulvovaginitis, proceso infeccioso asociado a una 
patología inflamatoria (Meirer y col., 2014). La vía del ácido araquidónico (AA) es uno 
de los procesos más importantes implicados en la respuesta inflamatoria, con enzimas 
como fosfolipasa A2 (sFLA2) que hidroliza este ácido el que es metabolizado por las 
enzimas ciclooxigenasas (COX) y lipoxigenasas (LOX) para producir prostaglandinas, 
tromboxanos y leucotrienos (D’Almeida y col., 2013). El mejor enfoque para tratar la 
inflamación sería inhibir la vía de AA a diferentes niveles, de una manera que 
suprimiría la respuesta inflamatoria, pero al mismo tiempo mantendría los niveles 
fisiológicos de los mediadores (Hwang y col., 2013).  El extracto de Z. punctata mostró 
capacidad inhibitoria sobre las tres enzimas proinflamatorias: COX-2, sFLA2 y LOX 
(Tabla 5). A una concentración de 50 μg de EAG/ml, mostró un efecto inhibidor de 
71% y 95%, respectivamente, sobre las enzimas COX-2 y LOX. Aunque la capacidad 
inhibitoria de sFLA2 fue menor que la de las otras enzimas, el efecto fue mayor al 
obtenido con antiinflamatorios comerciales, tales como naproxeno e indometacina 
(Tabla 5). Este efecto múltiple sobre diferentes vías metabólicas del proceso 
inflamatorio convierte al extracto de Z. punctata en un fitoterápico muy interesante. El 
efecto global logrado en un extracto complejo como el de Z. punctata es el resultado de 
una interacción compleja entre los diferentes componentes químicos del fitocomplejo 
que actúan de diferente manera sobre cada enzima.  
El extracto de Z. punctata fue más activo sobre LOX (CI50 de 20,53±1,93 μg EAG/ml) 
que el extracto hidroalcohólico de flores de Z. punctata (CI50 de 49,64±2,52 μg 
EAG/ml; Moreno y col., 2015) y que los de otras especies de plantas que crecen en 
regiones áridas de Argentina (Junellia sp., Parastrephia sp. y Baccharis sp., Torres 
Carro y col., 2015). El efecto inhibitorio de esta enzima proinflamatoria puede ser 
explicado al menos en parte por los compuestos fenólicos identificados en el extracto. 
Según Schurink (2007), el mecanismo de inhibición de los compuestos fenólicos sobre 
la enzima LOX se produce por una combinación entre la actividad antioxidante propia 
de los polifenoles y la unión al sitio activo de la enzima y/o la interacción con el 





los compuestos antioxidantes debido a su átomo de hierro no-hemo en su sitio de 
acción. Muchos inhibidores de la 5-LOX simplemente actúan como antioxidantes no 
selectivos por reducción de Fe+3 en el sitio activo o quelando el Fe+2 con lo que se 
interrumpe el ciclo catalítico. Por ello, los compuestos fenólicos con mayor poder 
reductor poseen los mayores efectos sobre la enzima LOX. Este efecto fue demostrado 
por Torres Carro y col. (2015, 2017). 
El extracto de Z. punctata mostró menor actividad sobre sFLA2 que la reportada por 
Nuño y col. (2016), donde se observó que 10 μg PS/ml de un extracto diclorometánico 
de Z. punctata inhibía un 40,47± 2,00% de la actividad de dicha enzima mientras que, 
en nuestras condiciones de trabajo, el extracto de Z. punctata con 50 μg PS/ml inhibió 
aproximadamente un 28%. Por otro lado, entre los factores de virulencia de Candida 
spp. se encuentra la capacidad de producir enzimas proteolíticas como las fosfolipasas 
(Dadar y col., 2018), lo cual destaca la importancia de la inhibición de esta enzima por 
el extracto de Z. punctata. 
Estudios sobre la actividad de flavonoides relacionados estructuralmente demostraron 
que varios derivados de flavonas como la apigenina actúan como inhibidores de la 
COX, mientras que derivados de flavonoles como la quercetina actúan preferentemente 
como inhibidores de la LOX (Kim y col., 2004). Las características estructurales 
químicas óptimas para estos efectos son el doble enlace entre C2-C3 del anillo C, los 
grupos hidroxilos en C5 y C7 del anillo A y en C4′ o C3ʹ-C4ʹ- del anillo B. Por otro 
lado, sobre la sFLA2 las flavanonas muestran menor inhibición mientras que los 
flavonoles mostraron una inhibición considerable, lo cual manifiesta la importancia del 
doble enlace C2-C3 en el anillo C (Kim y col., 2004). Las características estructurales 
de los flavonoides que favorecen la actividad inhibitoria de enzimas proinflamatorias 
son similares a las características necesarias para la actividad antioxidante (Kim y col., 
2004; Batovska y Todorova, 2010; Zhang y Lokeshwara, 2012; Nuño et.al., 2016). Se 
informó que la actividad inhibidora de las chalconas resulta mayor a las de las 
flavanonas, lo cual se atribuye a la ausencia del doble enlace entre C2-C3 en el anillo B 









Tabla 5. Efecto inhibitorio de 50 μg EAG/ml de extracto de Zuccagnia punctata y de 
compuestos antiinflamatorios de referencia sobre las enzimas LOX, COX-2 y FLA2.  
Muestra % Inhibición de enzimas proinflamatorias 
LOX COX-2 FLA2 
E-Zp 95,25±4,20a 71,96±2,80a 28,57±0,50c 
Naproxeno 95,00±2,80a - 12,00±0,60a 
Indometacina - - 16,00±0,80b 
Nimesulida - 100,00±5,00b - 
E-Zp: extracto de Z. punctata. LOX: lipoxigenasa; COX-2: ciclooxigenasa-2; sFLA2: 
fosfolipasa A2. Los valores se presentan como media ± desviación estándar de 
triplicados. Diferentes letras en la misma columna para cada especie de la planta 
indicaron diferencias significativas según la prueba de Tukey (p ≤ 0.05). 
 
2.4.4. Actividad mutagénica. Test de Ames 
El test de Ames (test de mutación reversa en Salmonella typhimurium) tiene un efecto 
altamente predictivo de carcinogenicidad (alrededor del 80%) a través de mecanismos 
como mutaciones puntuales, sustituciones en pares de bases o mutaciones génicas por 
desplazamiento del marco de lectura (frameshift), resultando una herramienta útil para 
la identificación de compuestos que puedan llegar a ser un riesgo a la salud humana, ya 
que las mutaciones que alteran la expresión génica se consideran como un rasgo común 
de todos los cánceres.  
La evaluación de la mutagenicidad del extracto de Z. punctata mediante ensayos de 
mutagenicidad utilizando cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA100 indicó que, 
hasta una concentración de 500 μg/placa, el extracto no induce un incremento del 
número de revertantes de TA98 y TA100 respecto al número de revertantes 
espontáneos, presentando en todos los casos una relación de mutagenicidad <1,5 (Tabla 
6).  A la concentración de 500 μg/placa no se pudo determinar el efecto sobre TA100, 
dado que en esa concentración se ve afectada la viabilidad bacteriana, debido a la 
actividad antimicrobiana del extracto.  
El número de revertantes espontáneas obtenido en el ensayo fue 34±2 para la cepa 
TA98 y 110±16 para TA100, lo cual se corresponde con lo informado por Maron y 
Ames (1983) (30 a 50 revertantes espontáneos para TA98 y 120-200 para TA100) y por 
Mortelmans y Zeiger (2000) (20-50 para TA98 y 75-200 para TA100). 
Los resultados obtenidos indican que se trataría de un material no genotóxico; esto 





Zampini y col. (2008) no encontraron genotoxicidad en el extracto hidroalcohólico de Z. 
punctata y DHC usando la prueba de ensayo de cometa in vitro en células procedentes 
de líneas de hepatoma humano, HepG2. 
 
Tabla 6. Número de revertantes/placa y relación de mutagenicidad (RM) en Salmonella 
typhimurium TA98 y TA100 con distintas dosis de extracto hidroalcohólico de 
Zuccagnia punctata. 










Zuccagnia punctata 500 40±1a ND 1,17 ND 
250 36±6a 103±14a 1,05 0,93 













Los datos corresponden a la media ± desviación estándar de tres placas. ND: Afecta 
viabilidad de la cepa.1Control positivo: 4-nitro-fenilendiamina (10 μg/placa). 2Control 





































La familia Zygophyllaceae está representada por aproximadamente 280 especies 
restringidas a áreas tropicales y subtropicales. En Argentina, la familia está representada 
por 7 géneros (Bulnesia Gay, Kallstroemia Scop., Larrea Cav., Plectrocarpa Gill. ex 
Hook. y Arn., Porlieria Ruiz y Pav., Tribulus L. y Zygophyllum L.), y a menudo son 
dominantes en las ecorregiones de las regiones de Chaco y Monte (Cabrera y Willink, 
1973; Cabrera, 1976; Zuloaga y Morrone, 1999; Flora Argentina, 2018). En Brasil está 
representado por tres géneros (Kallstroemia Scop., Larrea Cav. y Tribulus L.) (Engler, 
1827). 
 
1.1. Género Larrea 
El género Larrea (Zygophyllaceae) se compone de arbustos perennifolios y leñosos de 
amplia distribución geográfica en regiones áridas de América del Sur (Argentina, Chile, 
Bolivia, Perú y Brasil) y América del Norte (México y el suroeste de los Estados 
Unidos) (Engler, 1827; Hunziker y col., 1972, 1977; Flora Argentina, 2018). 
Comprende cinco especies: cuatro en América del Sur, L. ameghinoi Speg., L. nitida 
Cav., L. divaricata Cav., y L. cuneifolia Cav. (jarillas), y una en América del Norte, L. 
tridentata Coville (gobernadora) (Lia y col., 2001). 
L. divaricata (nombres comunes: jarilla, jarilla hembra, chamanilla, jarilla del cerro, 
yarilla), L. cuneifolia (nombres comunes: jarilla, jarilla macho, jarilla crespa, jarilla 
norte-sur, jarilla del campo) y L. nitida (nombres comunes: jarilla, jarilla de la montaña, 
crespa, pispa o pispita, jarilla fina) son especies que se encuentran asociadas a 
Zuccagnia punctata formando el “jarillal” (Figura 1). 
 
1.2. Descripción botánica 
Las especies de Larrea son arbustos erectos de 1-4 m, xerófilos, con hojas opuestas, 
pubescentes, subsésiles y estipuladas que muestran una apariencia resinosa de color 
amarillento. La principal diferencia botánica entre las especies de Larrea reside en su 
morfología, patrones fenológicos y sistemas de apareamiento (Barbour y col., 1977, 
Simpson y col., 1977, Ezcurra y col., 1991).  
 
1.3. Distribución geográfica y hábitat de Larrea 




se extiende desde 24º35’S en Salta hasta 44º 20’S en Chubut, y desde 62º 54’W en la 
Costa Atlántica a 69º 50’W en la región preandina (Morello, 1958), Figura 2. También 
se encuentra en las provincias fitogeográficas de Chaco y Patagonia (Ezcurra y col., 
1991). Además, hay poblaciones aisladas de L. nitida y L. divaricata en áreas áridas y 
semiáridas de Chile, Bolivia y Perú (Hunziker y col., 1972). En los desiertos de Monte, 
Mojave y Sonora, las especies de Larrea son un elemento importante de la comunidad. 
Debido a esta similitud, se postuló la existencia de una conexión entre estos desiertos y, 
por lo tanto, un origen común para su biota (Johnson, 1940; Roig y Rossi, 2001). Lia y 
col. (2001) han demostrado que L. tridentata DC., la única especie de América del 
Norte, es la especie hermana de L. divaricata Cav. y que ambos componen un grupo 
con las restantes especies de Larrea. Estos autores concluyen que el género Larrea se 
originó en América del Sur y que la dispersión a larga distancia a América del Norte de 
L. tridentata fue posterior. 
L. cuneifolia se encuentra en la lista roja preliminar de plantas endémicas de la 
Argentina (Categoría 1), Norma RE-84-2010-SADS (PlanEAr) mientras que L. 
divarivata y L. nitida no se encuentran citadas en dicha lista. 
 
1.4. Usos populares 
Larrea divaricata, L. cuneifolia y L. nitida se usan en la medicina tradicional argentina 
como antiinflamatorios, antirreumáticos, hipotensivos, rubefacientes, diaforéticos, 
febrífugos, oxitócicos, emenagogo, odontálgicos, antitusivos y para tratar infecciones 
fúngicas y bacterianas (Alonso y Desmarchelier, 2005; Alonso, 2007; Barboza y col., 
2009). 
 
1.5. Composición química y actividades biológicas 
Una amplia gama de actividades farmacológicas se describió previamente para estas 
especies, lo que indica su posible uso como medicina alternativa o complementaria. Los 
extractos acuosos y alcohólicos de L. divaricata mostraron actividad antibacteriana 
(Stege y col., 2006; Zampini y col., 2007), antifúngica (Davicino y col., 2007), 
antitumoral (Anesini y col., 1996a, 2001; Davicino y col., 2010, 2011; Martino y col., 
2016), antiinflamatoria (Pedernera y col., 2006), antioxidante (Carabajal y col., 2017; 
Álvarez Echazú y col., 2018) e inmunomoduladora (Anesini y col., 1996b; Davicino y 
col., 2007). Los extractos en disolventes orgánicos fueron activos contra hongos 




L. cuneifolia mostró actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-negativas 
multirresistentes (Zampini y col., 2007), actividad antifúngica frente a hongos 
filamentosos fitopatógenos y levaduras (Quiroga y col., 2001; Svetaz y col., 2010), 
actividad como larvicida (Batallán y col., 2013) y antioxidante (Torres y col., 2003; 
Carabajal y col., 2017).  
El extracto de exudados foliares en diclorometano de L. nitida mostró actividad 
antifúngica y se reportó la presencia de ácido 3ʹ-metil nordihidroguayarético 
(AMNDG), ácido nordihidroguayarético (ANDG) y dos epoxilignanos (Agüero y col., 
2011). Las propiedades antioxidantes (Torres y col., 2003) y el efecto antimicótico 
sinérgico de L. nitida y Zuccagnia punctata Cav. (Butassi y col., 2015; 2018) también 
fue informado previamente. 
Se informó la presencia de ANDG, aceites esenciales y flavonoides como componentes 
principales en algunas especies de Larrea (Blecha y col., 2007; Agüero y col., 2011; 
Martino y col., 2016; Carabajal y col., 2017). Se identificaron además varios 
flavonoides que incluyen derivados de quercetina, apigenina y kaempferol en extractos 
orgánicos de L. cuneifolia (Valesi y col., 1972).  
 
 
Figura 1. El “jarillal”. Imagen tomada durante la recolección personal de las muestras 






Figura 2. Ecorregión del Monte. Imagen tomada de Roig y col. (2009). 
 
Objetivo general: El objetivo de esta investigación es evaluar el potencial uso de 
extractos hidroalcohólicos de especies de Larrea en candidiasis vulvovaginal como 
antimicótico, antioxidante y antiinflamatorio. 
Objetivos específicos: 
1. Caracterizar la materia prima (partes aéreas de L. divaricata, L. cuneifolia, L. nitida) 
desde el punto de vista morfoanatómico.  
 
Districtos y subdistrictos del Monte 
1-Eremean 
2-Norte 
    2.1 Tucumano-salteño 
    2.2 Central 
    2.3 Pampeano 
3- Sur 
     3.1 Patagónico norte 
     3.2 Patagónico sur 





2. Obtener extractos hidroalcohólicos a partir de partes aéreas de la especie y 
estandarizarlos desde el punto de vista químico.  
3. Evaluar el efecto de los extractos estandarizados sobre el crecimiento de especies de 
Candida aisladas de infecciones vaginales.  
4. Evaluar el efecto de los extractos estandarizados sobre el crecimiento de 
Lactobacillus spp. aislados de microbiota vaginal normal. 
5. Evaluar la capacidad de los extractos estandarizados de controlar los procesos 
oxidativos e inflamatorios asociados a la candidiasis vaginal. 
 
2. Resultados y discusión 
2.1. Caracterización morfoanatómica de especies de Larrea 
Como se explicó en el Capítulo 3 la descripción macroscópica y microscópica de una 
especie vegetal es fundamental para encontrar caracteres de valor diagnósticos que 
permitan efectuar el control de calidad de la materia prima con la que se trabaja para la 
preparación de un fitoproducto. De allí que se analizaron los caracteres macroscópicos y 
microscópicos de las partes aéreas de las tres especies estudiadas en este capítulo, ya 
que hasta la fecha no existían publicaciones para estas especies en este tema. 
 
Caracteres macroscópicos 
La diferenciación morfoanatómica de las especies se puede evidenciar en la Figura 3. L. 
cuneifolia presenta hojas (4,5-13,2 x 2,5-16,0 mm) formadas por dos folíolos oblicuos 
ovales asimétricos agudos (2-4 x 1-2 mm) unidos a lo largo de dos tercios de su borde 
interno que culmina en un ápice reflejo mucronado, filiforme y vascularizado (0,3-0,5 
mm) (Fig. 3A y D). Dos estípulas (escamosas, subtriangulares, rojizas) (1,2-3,1 mm) se 
insertan en la base de las hojas (Fig. 3A). L. divaricata muestra hojas divaricadas (7,3-
17,8 x 2,5-4,5 mm) formadas por dos folíolos divergentes oblongos agudos unidos en la 
base en un tercio de su longitud total (Fig. 3B), ápice reflejo mucronado, corto y 
vascularizado (0,3-0,4 mm). Las estípulas son obtusas y redondeadas, similares a las 
descriptas previamente para L. cuneifolia (Fig. 3F y H). L. nitida presenta hojas impares 
pinnadas (7,2-13,1 x 3,5-5,0 mm) (Fig. 3C), con 11-17 folíolos oblongos subsiderados, 
sésiles con ápice redondeado a convexo (3,7-7,5 x 1,4-3,5 mm); el folíolo terminal es a 
veces más grande con ápice acuminado a emarginado (Fig. 3K). Se observaron raquis 






Las tres especies presentaron hojas anfiestomáticas, con una cutícula gruesa resinosa 
levemente estriada (Fig. 3G), células epidérmicas poligonales con paredes anticlinales 
rectas, y estomas ciclocíticos (Fig. 3H), braquioparacíticos (Fig. 3G) y paracíticos (Fig. 
3I). Se observaron tricomas unicelulares no glandulares, adpreso-antrorsos con pared 
gruesa, ornamentación estriada, ápice redondeado agudo (241,31±56,84 μm) y rodeados 
por 4-6 células en su base (Fig. 3G). Los tricomas parecian bi-refringentes bajo luz 
polarizada. L. nitida apareció menos pubescente que las otras dos especies. 
 
 
Figura 3. Diferenciación morfológica de especies de Larrea. A. L. cuneifolia. Detalle 
de la hoja que muestra folíolos unidos a lo largo de dos tercios de su borde interno. B. L. 
divaricata. Detalle de hoja divaricada. C. L. nitida. Detalle hoja pinnada. D. 
Microscopía electrónica de barrido (MEB) de la superficie adaxial de L. cuneifolia. 
Notése el vértice reflejo con mucron. E. MEB de la superficie de la hoja abaxial de L. 
divaricata. Vértice con mucron corto. F. MEB de la superficie adaxial del raquis de L. 
nitida, inserción de folíolos sésiles. G. MEB de la superficie adaxial de L. cuneifolia 
con cutícula ligeramente estriada, tricomas unicelulares no glandulares (ngt) y estomas 




El mesófilo es isolateral, con 3-4 capas de células en empalizadas adaxiales apretadas; 
1-2 capas de células abaxiales en empalizada más cortas y una zona central estrecha de 
mesófilo esponjoso interrumpido por haces vasculares colaterales. En los haces 
vasculares más grandes del floema se observaron cubiertas de parénquima y 
esclerénquima (Figuras 4A-C). Las vainas esclerenquimáticas de los haces vasculares se 
desarrollaron extensamente en L. cuneifolia (Fig. 4A) y L. divaricata (Fig. 4B) y 
estuvieron menos desarrolladas o ausentes en L. nitida (Fig. 4C). En el mesófilo de 
todas las especies estudiadas se observaron numerosas drusas de oxalato de calcio, 
refractivos bajo luz polarizada.  
En la vena media de L. cuneifolia y L. divaricata en la región donde se fusionan los 
folíolos cerca del pecíolo y en el raquis de L. nitida se observó un haz vascular abaxial 
colateral y otro adaxial invertido más pequeño, con una médula parenquimática entre 
ellos, a veces acompañada de uno o dos pequeños haces colaterales latero-adaxiales 
(Fig. 4C). Los haces vasculares de las venas del orden mayor (primario y secundario) 
presentan vasos de esclerénquima en los polos del floema (Figuras 4A, B y C).  
 La epidermis uniestratificada adaxial o interna presenta células cilíndricas alargadas, 
mientras que la epidermis uniestratificada abaxial o externa está formada por más 
células poliédricas isodiamétricas. En ambas, la epidermis y los idioblastos del mesófilo 
se evidencian por su contenido ámbar. El mesófilo presentó 1-2 capas adaxiales, 1 capa 
abaxial de células en empalizada cortas y un parénquima central redondeado compacto 
homogéneo con paredes gruesas y abundantes drusas, interrumpidas por haces 
vasculares colaterales (Figuras 4D-F). 
El contorno del pecíolo de las tres especies es oval a circular, ocasionalmente truncado 
adaxialmente (Fig. 4G-I). La transección mostró una epidermis uniestratificada, 3 capas 
adaxiales y 7 capas abaxiales de parénquima formado por células elípticas a redondas 
con abundantes drusas de oxalato cálcico, que a veces forman un anillo alrededor de los 
tejidos vasculares. El haz vascular se asemeja a una sifonostela ectofloica, acompañada 
en L. cuneifolia y L. divarivata por dos pequeños haces latero-adaxiales. L. cuneifolia 
presentó una fuerte capa adaxial de fibras y algunos grupos abaxiales de células 
lignificadas (Fig. 4G); L. divaricata mostró una cubierta adaxial de fibras menos 
desarrollada y grupos abaxiales aislados de fibras o esclereidas en algunos casos no 
lignificados (Fig. 4H); finalmente L. nitida no presentó tejido lignificado y sí mostró 




La sección transversal del tallo primario de las tres especies mostró un contorno 
elíptico, a veces con nervios prominentes en L. divaricata, cutícula gruesa y la 
epidermis uniseriada formada por células cuadrangulares con paredes gruesas. Se 
observaron tricomas no glandulares. Estomas elevados sobre la superficie epidérmica. 
Corteza con 1-2 capas de células clorenquimatosas tangencialmente alargadas y 10-14 
capas de células parenquimatosas redondeadas con drusas y cristales rómbicos. Se 
observó un anillo completo o incompleto de fibras. En ocasiones se asocia con grupos 
de braquiesclereidas, internamente un anillo formado por 4-5 capas de células 
parenquimáticas redondeadas rodea el cilindro vascular. El sistema vascular es un 
cilindro continuo de floema, seguido de cámbium y xilema y una médula en forma de 






Figura 4. Micrografía de especies argentinas de Larrea. Sección transversal de folíolos 
en el nivel del raquis: A. L. cuneifolia; B. región proximal de L. divaricata donde los 
folíolos están fusionados, cerca del pecíolo; C. L. nitida en el nivel de raquis. 
Transección de las estípulas: D. L. cuneifolia; E. L. divaticata; F. L. nitida. Sección 
transversal del pecíolo: G. L. cuneifolia; H. L. divaricata; I. L. nitida. Sección 
transversal del tallo en la etapa temprana del crecimiento secundario: J. L. cuneifolia; 
K. L. divaricata; L. L. nitida. Referencias: fi, fibras; ph, floema; p, médula; x, xilema. 
Las flechas indican drusas. 
 
Los caracteres morfológicos observados en este trabajo de Tesis Doctoral coinciden con 
los citados en la flora de Brasil, Chile, Argentina y América del Norte para el género y 




divarivata presenta caracteres morfológicos similares a los de la especie de América del 
Norte L. tridentata Sessk y Moc. ex DC. (Yang y col., 1977; Laport y Ramsey, 2015). 
Se mostró mucha controversia sobre si la especie norteamericana es una especie 
separada de la diploide sudamericana L. divaricata, y en algunos documentos se ha 
denominado L. divaricata subsp. tridentata. Sin embargo, estudios citogenéticos, 
isoenzimáticos y moleculares confirman que son especies estrechamente relacionadas, 
pero separadas (Lia y col., 2001; Laport y Ramsey, 2015). L. ameghinoi Speg. y L. 
nitida son similares en su morfología de hojas compuestas, la anatomía de las flores y la 
textura y el tamaño del mesocarpio (Hunziker y col., 1977, Simpson y col., 1977) pero 
con marcadas diferencias en su hábito de crecimiento (Ezcurra y col., 1991). Barbour y 
Díaz (1973), Barbour y col. (1974, 1977) y Ezcurra y col. (1991) analizaron el 
comportamiento fisiológico y la arquitectura del arbusto de las especies de Larrea de 
América del Norte y del Sur y afirmaron que las principales diferencias entre las 
especies podrían ser la arquitectura del arbusto en lugar de la fisiología de este o la 
anatomía de la hoja. En el presente trabajo, encontramos que las principales diferencias 
botánicas entre las especies de Larrea del noroeste de Argentina radican en la 
morfología de sus hojas, forma de hojas, folíolos y estípulas; presencia o ausencia de 
mucrón y raquis, y porcentaje de coalescencia de los folíolos. Caracteres anatómicos 
como tricomas no glandulares, tipos de estoma, cutícula estriada gruesa con depósitos 
resinosos, tipo de mesófilo isolateral, la presencia de vainas de parénquima grandes en 
los haces vasculares menores y cristales de oxalato de calcio son características 
comunes a las tres especies y otras especies de Larrea como L. tridentata (Ragonese, 
1960; Pyykko, 1966; Metcalfe y Chalk, 1972; Meyer y Meola, 1978). 
De acuerdo con Ragonese (1960), la posición y la abundancia del tejido 
esclerénquimático en la sección media de la vena y el pecíolo permite la diferenciación 
de estas tres especies que coexisten. L. cuneifolia presenta fibras asociadas a los haces 
vasculares, mientras que L. divaricata y L. nitida presentan poco o ningún desarrollo de 
tejidos esclerificados.  
 
2.2. Caracterización fitoquímica de los extractos de Larrea 
2.2.1.  Determinación cualitativa de fitoquímicos  
A partir de los extractos hidroalcohólicos se obtuvo un rendimiento de 29,4±2,8% para 




material vegetal seco) (Tabla 1). Basados en estos resultados podemos decir que el 
rendimiento en principios solubles fue semejante para los tres extractos. 
El análisis mediante técnicas cualitativas del perfil fitoquímico indica que las tres 
especies de Larrea evaluadas presentan taninos, flavonoides y triterpenos y/o 
esteroides. Además, en L. divaricata se evidenció la presencia de cumarinas. 
2.2.2.  Determinación cuantitativa de fitoquímicos  
Los extractos hidroalcohólicos se caracterizaron químicamente por métodos 
espectrofotométricos para determinar de manera cuantitativa los fitoquímicos presentes. 
Se determinó el contenido de compuestos fenólicos totales, compuestos fenólicos no 
flavonoides y flavonoides, flavonas y flavanonas, y taninos condensados e hidrolizables 
(Tabla 1). 
El 37-39% del peso del principio soluble obtenido en los extractos corresponde a 
polifenoles totales. Dentro de los polifenoles, los extractos fueron más ricos en 
compuestos del tipo flavonoides, siendo su contenido entre 55-60% del total de 
compuestos fenólicos. Se detectaron taninos condensados con valores entre 25,06 y 
39,52 mg EAG/g PS (6-10% del total de polifenoles). No se detectaron taninos 
hidrolizables en ningunas de las muestras analizadas. Los resultados se resumen en la 
Tabla 1. 
Tabla 1. Composición fitoquímica de los extractos hidroalcohólicos de Larrea 
Contenido de fitoquímicos L. cuneifolia L. divaricata L. nitida 
Fenólicos totales libres (mg EAG/g PS) 397,90±2,70b 397,40±3,10b 370,60±1,50a 
Fenólicos no flavonoides (mg EAG/g 
PS) 
157,48±5,00a 162,58±6,79a 169,00±10,20a 
Fenólicos flavonoides (mg EAG/g PS) 240,42±7,70b 234,82±9,79b 201,60±11,70a 
Flavonas y flavanonas (mg EQ/g PS) 28,52±1,69a 27,96±2,70a 23,50±1,90a 
Taninos condensados (mg EPB2/g PS) 39,52±2,01c 25,06±0,90a 33,10±0,40b 
Taninos hidrolizables (mg EAG/g PS) ND ND ND 
Rendimiento (%, g PS/100 g material 
vegetal seco) 
29,40±0,20 32,40±0,10 31,20±0,10 
EAG: equivalentes de ácido gálico; EQ: equivalentes de quercetina; EPB2:  
equivalentes de procianidina B2; PS: peso seco del extracto. Los valores se reportan 
como media ± desviación estándar de triplicados. Diferentes letras en la misma línea 
indicaron diferencias significativas en el contenido de los componentes fitoquímicos 





2.2.3. Perfil cromatográfico  
2.2.3.1. Cromatografía en capa fina 
El análisis fitoquímico de los extractos mediante cromatografía en capa fina, con 
visualización bajo luz UV de 365 y 234 nm y revelado con NP (Figura 5), mostró la 
presencia de diferentes tipos de compuestos fenólicos, compuestos flavonoides (bandas 
verde-anaranjadas), y ácidos fenólicos y/o cumarinas (bandas azules). Los perfiles de 
las tres especies de Larrea presentaron patrones similares con algunas diferencias y 
sustancias que absorben al UV. 
 
                                                  A                                 B 
Figura 5. Cromatografía en placas de sílica gel de extractos hidroalcohólicos de 
especies de Larrea. 100 µg de compuestos fenólicos de cada extracto fueron separados 
por CCF (Merck Kieselgel 60 F254), utilizando como sistema de solventes 
tolueno/acetona/cloroformo (4,5:3,5:2,5; v/v/v).  A. Placa visualizada por UV a 254 nm. 
B. Placa revelada con NP y visualizada a 365 nm. 
 
2.2.3.2. HPLC-ESI-MS/MS 
El análisis por HPLC-ESI-MS/MS de las muestras (Figura 6) permitió la identificación 
de 12 compuestos, incluyendo 2 flavonoides y 10 lignanos. Los compuestos 1 y 2 con el 
ion [M-H]- a una m/z 463 y 477 uma, mostraron la pérdida neutra de 162 uma, llevando 
al pico base a m/z 301 y 315 uma, respectivamente, lo que está de acuerdo con la 
presencia de quercetina (Q) y éter metílico de quercetina. Los compuestos se asignaron 
como Q-hexósido (1) y Q-metiléter hexósido (2). 
El compuesto principal con el ion [M-H]- a m/z 301 fue identificado como ANDG (7) 
por los fragmentos característicos a 177, 122 y 109 uma, de acuerdo con los datos 
reportados por Agüero y col. (2011), así como por comparación con una muestra de 
referencia del compuesto (Agüero y col., 2011). El compuesto 10 con el ion [M-H]- a 
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m/z 285 difiere de 7 por 16 uma, indicando la presencia de tres funciones hidroxilo en 
los anillos aromáticos. El compuesto se identificó como 4- [4- (4 - hidroxi - fenil) - 2,3-
dimetil-butil]-benceno-1,2-diol, de acuerdo con Agüero y col. (2011). Los compuestos 
11 y 12 difieren del compuesto 7 en 14 uma, soportando la presencia de un grupo 
metoxi en las moléculas (Agüero y col., 2011). Los compuestos 11 y 12 se asignaron 
como isómeros de ácido metil nordihidroguayarético, de acuerdo con los datos 
reportados por Agüero y col. (2011). Durante los pasados 100 años se ha investigado 
extensamente este compuesto y se han sintetizado análogos que son potencialmente 
útiles para tratar enfermedades como diabetes, cáncer, virosis, infecciones bacterianas e 
inflamación. Un derivado treta o-metilo del ANDG, terameprocol, se encuentra en 
ensayos clínicos de fase I/II como agente anticáncer (Chen, 2009). 
Los compuestos 3 y 4 difieren del compuesto 7 en 14 uma, presentando fragmentos que 
soportan oxígeno adicional y una insaturación (ciclo), como se requiere para los 
epoxilignanos. Los espectros de masas concuerdan con el 3,4,3ʹ, 4ʹ-tetrahidroxi-7,7ʹ-
epoxilignano y su isómero, como describe Agüero y col. (2011) para propóleos de 
Larrea nitida. Se demostró actividad inhibitoria del crecimiento de Candida spp. y 
Cryptococcus neoforms (Agüero y col., 2011). El espectro de masas del compuesto 5 
con ión [M-H]- a una m/z 329 uma, sugiere la presencia de una función metileter. El 
compuesto 5 se identificó tentativamente como 3,3ʹ, 4ʹ-trihidroxi-4-metoxi-7,7ʹ-
epoxilignano (Agüero y col., 2011). El compuesto 9 difiere del compuesto 5 en 16 uma 
y se asignó como dihidroxi-metoxi-epoxilignano. El patrón de fragmentación coincide 
con la estructura propuesta. 
Los compuestos 6 y 8 se identificaron tentativamente como tetrahidroxi- y trihidroxi 
6,7ʹ-ciclolignano, respectivamente. La identificación de los constituyentes de los 
extractos de Larrea se resume en la Tabla 2 y en las estructuras químicas de la Figura 7. 
Trihidroxi-6,7´-ciclolignano fue encontrado solamente en L. divaricata y dihidroxi-


















Figura 6. Cromatogramas de HPLC-MS de especies de Larrea. Detección de todos los 
MS, modo de iones negativos. A. Larrea cuneifolia Cav.; B. Larrea divaricata Cav.; C. 
Larrea nitida Cav. Identificación de compuestos. 1: Q-hexósido; 2: Q-
metileterhexósido; 3: 3,4,3ʹ, 4ʹ-tetrahidroxi-7,7ʹ-epoxilignano; 4: isómero 3,4,3ʹ, 4ʹ-
tetrahidroxi-7,7ʹ-epoxilignano; 5: 3,3ʹ,4ʹ-trihidroxi-4-metoxi-7,7ʹ-epoxilignano; 6: 
3,4,3ʹ,4ʹ-tetrahidroxi-6,7ʹ-ciclolignano; 7: ácido nordihidroguayarético; 8: Trihidroxi-
6,7ʹ-ciclolignano; 9: 3,3ʹ-dihidroxi-4-metoxi-7,7ʹ- epoxilignano; 10: 4-[4-(4-
hidroxifenil)-2,3-dimetilbutil]-benceno-1,2-diol; 11: ácido metil nordihidroguayarético; 






Figura 7. Estructura de algunos de los compuestos fenólicos identificados en los 
extractos de Larrea. Compuestos químicos. (3) 3,4,3ʹ,4ʹ-tetrahidroxi-7,7ʹ-epoxilignano; 
(4) 3,4,3ʹ,4ʹ-tetrahidroxi-7,7ʹ-epoxilignano; (5) 3,3ʹ,4ʹ-trihidroxi-4-metoxi-7,7ʹ- 
epoxilignano; (6) 3,4,3ʹ,4ʹ-tetrahidroxi-6,7ʹciclolignano; (7) ácido 
nordihidroguayarético; (8) Trihidroxi-6,7ʹciclolignano; (9) 3,3ʹ-dihidroxi-4-metoxi-7,7ʹ 
epoxilignano; (10) 4-[4-(4-hidroxi-fenil)-2,3-dimetil-butil]-benceno-1,2-diol; (11) ácido 






















Tabla 2. Identificación de componentes de los extractos de Larrea por HPLC-MS-MS 
en el modo de ion negativo. 
Compuesto Tr (min) [M-H]- MS/MS Identificación 
1 9,0 463 301 Quercetina hexósido 
2 12,2 477 315(100) Quercetina metileterhexósido 
3 23,5-26,1 315 301(50), 137(19) 3,4,3ʹ,4ʹ-tetrahidroxi-7,7ʹ-
epoxilignano1 
4 34,6 315 300(100) Isómero 3,4,3ʹ,4ʹ-tetrahidroxi-
7,7ʹ-epoxilignano1 
5 37,6-39,3 329 314(100) 3,3ʹ,4ʹ-trihidroxi-4-metoxi-
7,7ʹ-epoxilignano1 




7 43,1-47,0 301 273(19),177(9), 
122(25), 109(13) 
Ácido nordihidroguayarético1  
8 51,4-52,2 283 227(36), 209(25), 
189(21), 173(6), 92(9) 
Trihidroxi-6,7ʹ-ciclolignano 
9 52,1-53,9 313 298(100), 109(5) 3,3ʹ-dihidroxi-4-metoxi-7,7ʹ- 
epoxilignano 
10 58,2-59,9 285 122 4-[4-(4-hidroxi-fenil)-2,3-
dimetil-butil]- 
benceno-1,2-diol1 
11 60,2-62,8 315 300(100),149(40) Ácido metil 
nordihidroguayarético1 
12 61,8-62,4 315 300(100), 149(35) Isómero ácido metil 
nordihidroguayarético1 
1De acuerdo con Agüero y col. (2011). 
 
2.3. Localización histoquímica de los principales grupos químicos identificados en 
especies de Larrea  
Los flavonoides se detectaron con vainillin-ácido sulfúrico (teñido de color amarillo 
brillante a naranja) en los depósitos de resina en las cutículas y gotas en las células en 
empalizada y del mesófilo de los folíolos y las estípulas (Figuras 8A y B). Estos 
resultados también se confirmaron para los depósitos de resina de los folíolos teñidos 
con el reactivo de Neu que, bajo luz UV, indujo una fluorescencia amarilla brillante 
(Fig. 8C). El reactivo de Nadi para terpenoides produce una ligera tinción violeta de las 
gotitas del mesófilo del folíolo (Fig. 8D) y no reaccionó en las estípulas. Las gotas del 
mesófilo y la cutícula se tiñeron positivamente (rojo) para las sustancias lipofílicas con 
Sudán IV (Fig. 8E y F). Ragonese (1960) sugirió que las estípulas eran las responsables 
de la secreción de la resina depositada en tallos y hojas, sin embargo, en este trabajo 
demostramos la presencia de compuestos fenólicos y otros constituyentes químicos en 




del mesófilo de los folíolos. Todas estas células pueden actuar como estructuras 
glandulares donde la resina se sintetiza y posteriormente se excreta a la superficie.  
 
 
Figura 8. Caracterización histoquímica de hojas y estípulas de especies de Larrea. A y 
B. Depósitos de resina en las cutículas y gotitas en las células en empalizada y del 
mesófilo de folíolos y estípulas, teñidas de color amarillo brillante a naranja con ácido 
vainillin-sufúrico, lo que indica la presencia de flavonoides. C. Los depósitos de resina 
y la cutícula se tiñen positivamente para que los flavonoides muestren un color amarillo 
brillante bajo fluorescencia con el reactivo de Neu. D. La reacción de Nadi para los 
terpenoides dio como resultado una ligera coloración violácea de las gotitas del 
mesófilo del folíolo. E y F. Las gotas refringentes del mesófilo y las cutículas se tiñeron 
positivamente por presencia de sustancias lipofílicas que se tiñeron de rojo con Sudán 




2.4. Actividades biológicas de los extractos de Larrea 
2.4.1. Actividad antifúngica 
Se estima que la candidiasis vulvovaginal (CVV) es la segunda causa más común de 
vaginitis después de la vaginosis bacteriana. Alrededor del 5-8% de las mujeres adultas 
sufren candidiasis vulvovaginal recurrente (das Neves y col., 2008). En este sentido, es 
importante encontrar productos para los que las especies de Candida no desarrollen 
resistencia. Los extractos vegetales pueden ser considerados como una terapia 
alternativa, ya que son drogas con múltiples componentes que pueden actuar por varios 
mecanismos de acción sobre diferentes blancos (Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009), 
evitando de este modo que los microorganismos desarrollen mecanismos de resistencia. 
Las especies de Larrea son usadas en medicina tradicional para tratar infecciones 
bacterianas y fúngicas, como antiinflamatorios y febrífugo (Barboza y col., 2009). Por 
ello, se decidió evaluar la potencia de extractos de Larrea sobre especies de Candida 
aisladas de infecciones vaginales y sobre Lactobacillus presentes en la microbiota 
vaginal normal regulando y manteniendo el pH vaginal.  
 
2.4.1.1. Determinación cualitativa. Ensayo bioautográfico  
Se evaluó el efecto de los extractos de Larrea sobre el crecimiento de C. albicans por 
bioautografía en siembra puntual de 400 µg EAG/ml (sin desarrollar con el sistema de 
solventes), demostrándose que los fitocomplejos de las tres especies presentan actividad 
antifúngica (Figura 9A). Con el propósito de evaluar si los compuestos aislados 
mantienen la actividad inhibitoria del crecimiento de Candida observada para los 
fitocomplejos se realizó una bioautografía sobre los compuestos separados por 
cromatografía en capa fina en sílica gel. Se observaron para los tres extractos dos 
bandas de inhibición con valores de Rf de 0,32 y 0,5, que indican que los extractos 





                                A                                   B                               C 
Figura 9. Ensayo bioautográfico de extractos de Larrea spp. frente a C. albicans. A. 
Siembra puntual de 400 μg EAG en placas de sílica gel F254. B. Extractos desarrollados 
en un sistema cromatográfico en placas de sílica gel F254 utilizando 
tolueno/acetona/cloroformo (4,5:3,5:2,5; v/v/v). En ambos casos las placas fueron 
inoculadas con C. albicans, incubadas a 37ºC y reveladas con una sal de tetrazolium (3-
(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium) para determinar la viabilidad celular. C. 
Extracto etanólico desarrollado igual que en B., revelado con NP y visualizado con luz 
ultravioleta de 365 nm.  Lc: Larrea cuneifolia; Ld: Larrea divaricata; Ln: Larrea nitida. 
 
2.4.1.2. Determinación cuantitativa de la actividad antifúngica 
Se realizaron ensayos in vitro utilizando 10 cepas de levadura obtenidas de exudados 
vaginales de pacientes con infección vaginal causada por levaduras. Tal como se indicó 
en el Capítulo 2 y 3, se incluyeron tres cepas de Saccharomyces cerevisiae, tres de C. 
albicans, tres de C. glabrata y una cepa de C. tropicalis. Algunas cepas de S. cerevisiae 
y C. albicans y no albicans son susceptibles a azoles como el fluconazol, voriconazol, 
itraconazol (85%) y resistentes (R) (15%). Las especies de Candida y Saccharomyces 
también fueron susceptibles a la nistatina y a la anfotericina B (Tabla 3). 
Los ensayos de microdilución en medio líquido demostraron que los extractos de 
Larrea son eficaces contra las especies de levaduras ensayadas. Los valores de CIM50 se 
encontraron alrededor de 25 μg EAG/ml en todos los casos, mientras que los valores de 
CIM90 (de 25 a 100 μg EAG/ml) evidencian que los extractos de L. divaricata y L. 
nitida resultaron más activos que el extracto de L. cuneifolia (Tabla 3). Los valores de 
CIM obtenidos fueron similares a los reportados por Svetaz y col. (2010), para un 
extracto etanólico de L. cuneifolia, e inferiores a los reportados para un extracto 
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etanólico de L. divaricata (ambos extractos presentaron una CIM de 500 μg/ml frente a 
C. albicans y S. cerevisiae aislados de otras fuentes), demostrando una mayor potencia 
para los extractos ensayados en este trabajo de Tesis Doctoral sobre cepas 
levaduriformes aisladas de candidiasis vaginal. 
La actividad de los extractos se evaluó adicionalmente en términos de concentración 
fungicida mínima (CFM), para determinar si los resultados de susceptibilidad 
antifúngica se correlacionaban con su capacidad de inhibir de manera irreversible el 
desarrollo de las levaduras. Para todos los aislamientos, los valores de CFM de los 
extractos fueron de dos a cuatro veces superiores a los valores de CIM90 (Tabla 3). 
Por otro lado, los ensayos frente a lactobacilos mostraron que si bien todos los extractos 
de Larrea spp. actuaron como inhibidores del crecimiento de L. casei CRL1267, L. 
paracasei CRL1291 y L. johnsonii CRL1292 aislados de vagina humana, los valores de 
CIM resultaron superiores a los valores de CIM obtenidos frente a cepas de Candida (> 
400 μg/ml). Estos resultados indicarían que los extractos ensayados no afectarían la 
viabilidad de la microbiota bacteriana en el rango de concentraciones necesarias para 
inhibir a las levaduras, por lo que podrían utilizarse para el desarrollo de fitoterápicos de 
uso vaginal. De acuerdo con el sistema de clasificación propuesto por Tangarife-
Castaño y col. (2011), podríamos considerar a los extractos de L. nitida y L. divaricata 
como agentes antifúngicos fuertes y al extracto de L. cuneifolia como inhibidor fuerte o 
moderado dependiendo de la especie de levadura evaluada.  
La actividad antifúngica de los extractos de Larrea podría atribuirse a la presencia de 
lignanos tales como ANDG y epoxilignanos. Otros autores han demostrado la actividad 
antifúngica para ANDG y compuestos derivados, incluso se ha descripto para estos 
compuestos un efecto de hormesis, es decir, una estimulación del crecimiento de 
Saccharomyces pombe a bajas concentraciones e inhibición a altas concentraciones de 
lignanos (Lu y col., 2010; Li y col., 2013; Hernández-Damian y col., 2014).  El 
compuesto 3,4,3ʹ, 4ʹ-tetrahidroxi-7,7ʹ-epoxilignano identificado en los extractos de las 
especies de Larrea fue descripto previamente en propóleos y se demostró actividad 
inhibitoria del crecimiento de Candida spp. y Cryptococcus neoforms (Agüero y col., 
2011).  
Fourie y col. (2017) demostaron la capacidad del ANDG de inhibir la formación de 
biofilm por Pseudomonas aeruginosa, mientras que no influyó en la formación de 





Tabla 3. Efecto de extractos de Larrea spp. sobre cepas de Candida spp. y S. 







































































C. tropicalis 1841 FluS,AmSNyS 400/25 800 100/25 100 100/25 200 


























134410 FluS,AmS,NyS 400/50 800 100/25 200 100/12,5 100 
C. krusei 134409 FluR,AmS,NyS 100/12,5 200 50/12.5 200 50/12,5 100 
*Los valores de CIM representan el 90 y 50% de inhibición del crecimiento en 
comparación con el crecimiento de control. Flu: Fluconazol; Am: Anfotericina B; Ny: 
Nistatina; R: Resistente; S: Sensible. 
 
2.4.2. Actividad antioxidante 
La candidiasis vulvovaginal está asociada con señales que siguen a las interacciones 
entre Candida y el epitelio vaginal que promueven la liberación de radicales libres con 
la consiguiente respuesta inflamatoria que resulta del daño de la mucosa (Fisher, 2012). 
El extracto de L. divaricata fue más activo en el ensayo del ABTS●+ que los extractos 
de L. cuneifolia y L. nitida, con valores CD50 de 6,72; 10,29 y 12,14 μg PS/ml, 
respectivamente (Tabla 4). La potencia fue superior a la reportada por Carabajal y col. 
(2017) para extractos acuosos de jarillas (71,2±3,3 en L. cuneifolia y 19,7±0,2 en L. 
divaricata) y similar a la obtenida con un extracto hidroalcohólico de flores de 
Zuccagnia punctata (CD50 de 10,86 μg PS/ml) (Moreno y col., 2015). 
En el ensayo de la inhibición de la hemólisis oxidativa, todos los extractos de Larrea 
exhibieron un fuerte efecto protector sobre la lipoperoxidación de los glóbulos rojos, 
con valores de CI50 de 0,30 a 0,56 μg PS/ml (Tabla 4), superior al efecto del BHT, un 
antioxidante sintético, y a la quercetina, un antioxidante natural.  
Por otro lado, los extractos depuraron el radical hidroxilo con una potencia superior a la 




extractos no fueron tan eficientes en remover el H2O2 como lo fueron frente al radical 
hidroxilo, la potencia fue 100 veces inferior a la que tienen frente al radical hidroxilo.  
La capacidad antioxidante de los extractos (depuración de radical catión ABTS, 
inhibición de la lipoperoxidación de glóbulos rojos y depuración de radical hidroxilo) se 
podría atribuir en parte a la presencia del lignano ANDG, compuesto con conocida 
potencia antioxidante presente en las especies estudiadas (Lee y col., 2003; Anesini y 
col., 2004; Guzmán-Beltrán y col., 2008; Fourie y col., 2017). 
Tabla 4. Actividad antioxidante de extractos de tres especies de Larrea y drogas 
comerciales usadas como referencia.  









 L. cuneifolia 10,29±0,50d 0,30±0,01a 1,73±0,04a 191,81±5,20d 
 L. divaricata 6,72±0,20c 0,55±0,02b 1,18±0,04a 175,02±5,80c 
 L. nitida 12,14±0,60e 0,56 ±0,01b 1,11±0,03a 192,12±5,21d 
BHT 3,50±0,20b 1,20±0,10d - - 
Quercetina 1,40±0,10a 0,90±0,08c 30,0±2,00b  38,00±3,20a 
ANDG 2,60±0,20b 1,12±0,05d 36,0±2,90c 52,00±4,50b 
E: extracto; BHT: butil hidroxitolueno; ANDG: ácido nordihidroguayarético. Los 
valores se reportan como media ± desviación estándar de triplicados. Diferentes letras 
en la misma columna para cada especie vegetal indicaron diferencias significativas en la 
actividad antioxidante de acuerdo con la prueba de Tukey (p ≤ 0,05).  
 
2.4.3. Actividad antiinflamatoria 
Como se indicó en el punto 2.4.1. los procesos infecciosos vaginales están asociados a 
procesos inflamatorios locales, de allí la importancia que el extracto a usar para el 
tratamiento de la candidiasis vaginal no solo tenga actividad inhibidora del crecimiento 
de Candida sino que sea capaz de reducir los eventos inflamatorios, es decir, un extracto 
multipropósito. Todos los extractos de Larrea mostraron capacidad inhibidora de las 
enzimas proinflamatorias COX-2, sFLA2 y LOX. A la concentración de 50 μg EAG/ml, 
los extractos mostraron un efecto inhibidor del 50% o más sobre la actividad de las 
enzimas LOX y COX-2 (Tabla 5). Aunque el potencial inhibidor de sFLA2 fue menor 
que para las otras enzimas proinflamatorias, su efecto fue más alto que los 




indican que los fitocomplejos son una buena alternativa para el control de los procesos 
inflamatorios. El extracto de Larrea divaricata fue el más activo inhibiendo las tres 
enzimas proinflamatorias, con valores de CI50 de 19,7±0,3 μg EAG/ml para LOX, 
41,7±1,5 μg EAG/ml para COX-2 y 63,6±1,5 μg EAG/ml para sFLA2. Los extractos de 
Larrea fueron más activos como agentes antiinflamatorios que los de otras plantas de 
regiones áridas de Argentina (Junellia spp., Parastrephia spp. y Baccharis spp.) (Torres 
Carro y col., 2015).  
La actividad antiinflamatoria de los extractos de Larrea podría atribuirse a la presencia 
de quercetina y sus derivados (Zhang y Lokeshwara, 2012) y de lignanos, como se 
informó previamente para L. tridentata (Schmidt y col., 2012). Fourie y col. (2017) 
informaron la capacidad del lignano ANDG de inhibir enzimas proinflamatorias, y 
producir una disminución de los eicosanoides PGE2, PGF2α y 15-HETE, producidos 
por biofilms de Candida. 
 
Tabla 5. Efecto del extracto seco de Larrea spp. (50 μg EAG/ml) y de compuestos 
antiinflamatorios comerciales (50 μg/ml) sobre las enzimas del metabolismo del ácido 
araquidónico. 
Muestra Inhibición de enzima (%) 
LOX COX-2 sFLA2 
L. cuneifolia 53,37±2,70a 57,92±2,01b 17,06±0,80b 
L. divaricata 94,41±3,40b 59,94±1,50b 39,28±1,50c 
L. nitida 94,17±3,20b 49,39±1,50a 30,16±1,40c 
Naproxeno 95,00±2,80b - 12,00±0,60a 
Indometacina - - 16,00±0,80b 
Nimesulida - 100,0 ± 5,0c - 
LOX: lipoxigenasa; COX-2: ciclooxigenasa-2; sFLA2: fosfolipasa A2. Los valores se 
presentan como media ± desviación estándar de triplicados. Diferentes letras en la 
misma columna para cada especie de la planta indicaron diferencias significativas según 
la prueba de Tukey (p ≤ 0.05). 
 
2.4.4. Actividad mutagénica. Test de Ames 
Teniendo en cuenta que el número de revertantes/placa inducido por las distintas 
concentraciones de los extractos fue semejante al observado en el control negativo 
(revertantes espontáneos), y que la Relación de Mutagenicidad en todos los casos 




que causan mutaciones del tipo “frameshift” (TA98), o sustitución de bases (TA100). 
La ausencia de una respuesta mutagénica por parte de los extractos a través del test de 
Ames es un avance positivo en la determinación del uso seguro de estas especies 
vegetales utilizadas en la medicina tradicional. 
Carabajal y col. (2017) demostraron ausencia de mutagenicidad en extractos acuosos de 
L. cuneifolia y L. divaricata. Además, se informó que el lignano ANDG, presente en las 
tres especies de Larrea, posee varias propiedades benéficas y está implicado en la 
prevención del cáncer (Hwu y col., 2011; Mundhe y col., 2015), por tener actividades 
antimutagénicas y antitumorales (Wang y col., 1991). 
Los extractos acuosos de las hojas de L. divaricata demostraron actividad 
antimutagénica sobre una línea celular linfoide BW 5147 (Anesini y col., 1996a; 1996b; 
Davicino, 2011a; 2011b). Se estudió también la actividad antitumoral in vivo en 
carcinomas inducidos espontánea o químicamente. En principio la actividad 
antineoplásica estaría dada por la presencia de terpenos y flavonoides en las hojas 
(Anesini, 1996b). Finalmente, Bongiovanni y col. (2008) demostraron que los extractos 
metanólicos y diclorometánicos de L. divaricata exhiben un pronunciado efecto 
citotóxico al afectar la viabilidad de la línea celular MCF-7 (un adenocarcinoma de 
mama humano), mientras que se observó un leve efecto citotóxico por parte del extracto 
acuoso. 
 
Tabla 6. Número de revertantes/placa y relación de mutagenicidad en S. typhimurium 











Larrea cuneifolia  500 41±8a ND 1,20 ND 
250 36±2a 130±2a 1,05 1,18 
125 41±5a 120±2a 1,20 1,09 
Larrea divaricata  500 36±1a ND 1,05 ND 
250 38±3a 111±16a 1,11 1,01 
125 43±4a 124±11a 1,26 1,12 
Larrea nitida  500 ND ND ND ND 
250 38±1a 122±21a 1,11 1,10 









Los valores se presentan como media ± desviación estándar de triplicados. Diferentes 
letras en la misma columna indicaron diferencias significativas de acuerdo con la prueba 
de Tukey (p ≤ 0,05). ND: Afecta viabilidad de la cepa. 1Control positivo: 4-nitro-

















La familia Rosaceae es una familia de plantas arbustivas, arbóreas o herbáceas, con o 
sin presencia de espinas, bajo la cual se encuentran listadas cerca de 2000 especies que 
se desarrollan en regiones cálidas y templadas de todo el mundo (Milan, 1978). 
 
 1.1. Tetraglochin andina 
Tetraglochin Poepp. es un pequeño género de Sud América que comprende 6 especies, 
Tetraglochin acanthocarpa, T. caespitosa, T. inermis, T. andina, T. ameghinoi y T. 
alata, distribuidas entre los Andes desde Perú al sur de Argentina y Chile central 
llegando a altitudes de hasta 5000 msnm en Bolivia y norte de Argentina (Acosta y col., 
2016), Figura 1. Recientes estudios morfológicos y filogenéticos han permitido 
renombrar a la especie Tetraglochin cristatum (Britton) Rothm como Tetraglochin 
andina Ciald (Acosta y col., 2016; Cialdella y Pometti, 2017), cuyos nombres comunes 
son horizonte, canguia, rancha-rancha, kailla, añahuaya.  
1.2. Descripción botánica  
Es una planta arbustiva perenne de hasta 1,5 m de altura, con ramas erectas con macro y 
braquiblastos, hojas imparipinnadas con 2-3 pares de folíolos opuestos o subopuestos. 
Las flores son solitarias y los frutos cubiertos por un hipanto alado (Figura 1). 
 
1.3. Distribución geográfica y hábitat 
T. andina es una especie que crece en los Andes del norte al centro de Argentina (Jujuy, 
Salta, Tucumán, Catamarca, La Rioja, San Juan, Mendoza), entre los 1700 y los 5000 
msnm, formando estepas arbustivas (Figura 1). Esta especie crece en las ecorregiones de 
Prepuna, Puna, y Altoandina (Cabrera 1976; Cabrera y Willink 1973). Se caracteriza 
por encontrarse en suelos donde se practica una intensa ganadería, por lo que es un 










Figura 1. I. Distribución de las diferentes especies de Tetraglochin. Imagen obtenida de 
Acosta y col., 2016. II. Tetraglochin andina, fotografía tomada durante la recolección 
de la muestra en Huaca Huasi, Tucumán. Detalle de partes aéreas., III. A. Partes aéreas. 
B. Detalle de una rama que muestra el eje pecíolo-raquis espinoso persistente, todavía 
con folíolos en el ápice de la rama. C. Detalle del hipanto alado que cubre la fruta. D. 








1.4. Usos populares 
T. andina es empleada como combustible y como alimento para camélidos y ganado 
doméstico. Sus frutos también son utilizados como alimento humano y las partes aéreas 
como medicamentos para tratar procesos inflamatorios e infecciones bacterianas y 
fúngicas por los habitantes de esta región (García y Beck, 2006; Thomas y col., 2009; 
Zampini y col., 2009; Torres Carro y col., 2015, 2017). 
 
1.5. Composición química y actividades biológicas 
 Se ha demostrado actividad antibacteriana de extractos etanólicos (etanol 80°) de partes 
aéreas de T. andina sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Proteus 
mirabilis (Zampini y col., 2009) y actividad antiinflamatoria del extracto 
hidroalcohólico (etanol 17°) (Torres Carro y col., 2015, 2017). No se encontró en 
bibliografía informes que validen científicamente el uso de esta especie como 
antimicótico.  
 
Objetivo general: El objetivo de esta investigación es evaluar el potencial uso de 
extractos hidroalcohólicos de Tetraglochin andina en candidiasis vulvovaginal como 
antimicótico, antioxidante y antiinflamatorio. 
Objetivos específicos: 
1. Caracterizar la materia prima (partes aéreas de T. andina) desde el punto de vista 
morfoanatómico. 
2. Obtener un extracto hidroalcohólico a partir de partes aéreas de la especie y 
estandarizarlo desde el punto de vista químico.  
3. Evaluar el efecto del extracto estandarizado sobre el crecimiento de especies de 
Candida aisladas de infecciones vaginales.  
4. Evaluar el efecto del extracto estandarizado sobre el crecimiento de Lactobacillus 
spp. aislados de microbiota vaginal normal. 
5. Evaluar la capacidad de extractos estandarizados de controlar los procesos oxidativos 









2. Resultados y discusión 
2.1. Caracterización morfoanatómica de T. andina 
2.1.1. Caracteres macroscópicos 
Las ramas de T. andina son erectas con macro y braquiblastos cubiertos por la base de 
los pecíolos; vainas glabras en la región central a densamente vellosas en el margen 
(Fig. 2A y D). Las hojas imparipinnadas presentan 2-3 pares de folíolos opuestos a sub-
opuestos que se desprenden fácilmente, raquis glabro en la región media a pubescente 
en el extremo apical, 10-16 mm de longitud (Fig. 2E). Las hojas de los macroblastos y 
la hoja basal del braquiblasto muestran un eje del pecíolo-raquis persistente, endurecido 
a ligeramente duro, espinoso, marrón, glabro en la madurez, recto o ligeramente 
curvado, folíolos fácilmente caducifolios; leptofilia a nanofilia (0,5) 1,5-2,8 (3,3) cm de 
largo. Las hojas de los braquiblastos son leptofilas de 7-15 mm de largo (Fig. 2D-E). 
Los folíolos son sésiles, (2,1) 3,5-5,5 (7,2) × (0,4) 0,6-1 mm, oblongo, con ápice agudo 
acuminado y base obtusa, margen entero revuelto, glabro, raramente con pocos pelos 
cerca del margen del lado adaxial (Fig. 2F-H). El patrón de venación del folíolo 
terminal presenta vena primaria pinnada, masiva con curso recto. Las venas secundarias 
se alternan, cladodromas a reticulodromas, con un espaciado irregular que aumenta 
gradualmente hacia la base, formando ángulos obtusos agudos a rectos, raros, con la 
vena principal. Las dicotomías a venas terciarias reticuladas al azar forman la venación 
final medialmente ramificada con vetillas que terminan libremente (Figuras 2F-H). 
Las flores son solitarias y axilares en los braquiblastos. Sépalos de 1,2 mm de largo, 
ovados-elípticos, agudos, glabros. Apétalo, 3 estambres, estigma fimbriado (Fig. 2B). 
Frutos cubiertos por el hipanto, 4-9 × 2,5-6 mm, alados, con 3 alas de 0.5-2 mm de 
ancho, dúctiles, duros, glabros, con margen completo a ligeramente erosivo, todos 
igualmente desarrollados, raramente uno de ellos más estrecho o irregular (Fig. 2C). 
 
2.1.2. Caracteres microscópicos 
Anatómicamente, la base de los pecíolos en visión paradermal presentó células 
epidérmicas elongadas poliédricas, con paredes anticlinales gruesas y rectas (Fig. 3A-
B). La epidermis inferior mostró células más pequeñas y raramente estomas de tipo 
anomocíticos o ciclocíclicos (Fig. 3B). El margen presentó aspecto crenado con 
tricomas unicelulares no glandulares (231,26±83,01 mm) y tricomas capitados 
glandulares con tallo uniseriado de cuatro o cinco células y cabeza multicelular globosa 




con la diferencia de que presenta abundantes tricomas glandulares en el extremo apical 
y estomas en ambas superficies epidérmicas (Fig. 3D-E). En el corte, la vaina 
presentaba alas y tres nervios prominentes conformados por haces vasculares colaterales 
individuales con refuerzos de fibras en el polo del floema, el parénquima circundante 
era homogéneo y esclerificado (Fig. 4A). Hacia el pecíolo-raquis las alas disminuyen, 
formando refuerzos de colénquima laminar en posición marginal y sub-epidérmica, 
hasta desaparecer y presentar una forma circular. Se observaron drusas de oxalato de 
calcio en el parénquima que rodea los haces vasculares. Los haces vasculares se 
aproximan para formar un solo nervio constituido por tres haces vasculares colaterales 
con fuertes cubiertas de fibra adaxial y abaxial (Fig. 4B-C). 
En la vista frontal, las hojuelas son hipostomáticas con células epidérmicas poliédricas 
elongadas, con paredes anticlinales rectas; raramente se observan tricomas no 
glandulares o glandulares, como se describió previamente (Fig. 3F-G). El índice de 
empalizada varió entre 13,75 y 14,05. La epidermis inferior mostró células más 
pequeñas por debajo del margen revoluto y estomas anomocíticos (25,84±2,36 mm de 
largo por 21,67±1,85 mm de latitud para las células oclusivas) hundidos y distribuidos a 
lo largo de las criptas por el margen revoluto de la hoja, densidad 130,16±36,81 estomas 
por mm2 (Fig. 3G). En la sección transversal, el folíolo resultó isolateral con cutícula 
gruesa (4±0,7 mm para ambas superficies epidérmicas), epidermis uniseriada con 
paredes periclinales externas (39,36±4,13 mm y 38,72±10,72 mm para las superficies 
adaxial y abaxial respectivamente), 2-3 capas de parénquima adaxial en empalizada 
(69,57±12,34 mm) y 1-2 capas de parénquima empalmado abaxial (55,35±9,23 mm). 
Las venas primarias, secundarias y terciarias presentaron haces vasculares colaterales 
rodeados de vainas parenquimatosas. Se observaron drusas de oxalato de calcio en la 
capa subepidérmica de la vena media (Fig. 4E). 
Las secciones de macroblastos y braquiblastos fueron similares con forma circular, 
revelando un crecimiento secundario. Se observó un peridermis persistente con anillos 
de crecimiento contenidos por la presencia de la base del pecíolo. La corteza 
parenquimatosa mostró 6-10 capas de células cuadrangulares con una disposición radial 
altamente ordenada. Se observó una reserva continua, con drusas de oxalato de calcio en 
el floema y abundantes fibras de xilema. La médula, que tiende a colapsarse, estaba 
formada por células parenquimáticas de paredes gruesas, que se esclerifican 




La maceración de macroblasto, blaquiblastos y hojas espinosas reveló abundantes fibras 
(figura 4H-J), células de parénquima y elementos de vasos. 
 
Figura 2. Aspecto general de T. andina. A. Macroblasto y braquiblasto con hojuelas. B. 
Flor solitaria y axilar en los braquiblastos. C. Hipanto con 3 alas con margen erosado. 
D. Macroblasto endurecido de hoja espinosa vieja como espina foliar y aspecto del 
braquiblasto. E. Etapas de la hoja de braquiblasto; (a) hoja apical con folíolos; (b) hoja 
espinosa que perdió sus folíolos; (c) hoja espinosa vieja endurecida; F. Aspecto general 
de la arquitectura foliar. G. Ápice agudo acuminado del folíolo. H. Detalle de venación, 
venas terciarias forman la venación máxima con vetillas libres. 
Referencias: mb, macroblasto; br, braquiblasto; fs, espina foliar; sh, vaina; r, pecíolo-






Figura 3. Características microscópicas de T. andina. Vista paradermal. A. Epidermis 
adaxial de la vaina. B. Epidermis abaxial de la vaina. C. Margen hirsuto de la vaina con 
tricomas unicelulares no glandulares y capilares glandulares. D. Aspecto del pecíolo-
raquis. E. Epidermis adaxial del pecíolo-raquis con estomas. F. Epidermis adaxial 
foliar. G. Epidermis abaxial foliar. 
Referencias: s, estoma; T, tricoma no glandular; GT, tricomas glandulares; PR, pecíolo-






Figura 4. Detalles histológicos de la hoja de T. andina. A. Sección transversal de la 
vaina en su extremo proximal cerca del tallo. B. Sección transversal de la vaina en su 
región media. C. Corte transversal de la vaina en su extremo distal cerca del pecíolo-
raquis. D. Corte transversal del pecíolo-raquis. E. Sección transversal del folíolo. F. 
sección transversal de braquiblasto. G. Sección transversal de macroblasto. H-J. Fibras 
observadas en tejidos macerados.  
Abreviaturas: Flecha: estoma; punta de flecha: drusas; fi: fibras; Ep: epidermis; co: 
colénquima; adx: epidermis adaxial; abx: epidermis abaxial; pd: parénquima; Pe: 









2.2. Caracterización fitoquímica de los extractos de T. andina  
2.2.1.Determinación cualitativa de fitoquímicos  
A partir de los extractos hidroalcohólicos de T. andina se obtuvo un rendimiento de 
extracción de 14,3±1,4 (%, g ES/100 g material vegetal seco). 
El análisis cualitativo mostró la presencia de una gran variedad de principios activos, 
destacándose triterpenos/esteroides, taninos, flavonoides, saponinas y glucósidos 
cardiotónicos. No se detectaron compuestos alcaloides, cumarinas ni derivados 
antracénicos libres. 
 
2.2.2. Determinación cuantitativa de fitoquímicos  
Se determinó la composición fitoquímica del extracto hidroalcohólico de T. andina por 
técnicas espectrofotométricas. El extracto contenía un elevado nivel de compuestos 
fenólicos totales (386,9±1,7 mg EAG/g PS), correspondientes a 38,69% del peso seco, 
fenólicos flavonoides (260,4±2,7 mg EAG/g PS), 26% del peso seco y compuestos 
fenólicos no flavonoides (126,5±2,3 mg EAG/g PS), 12,6% del peso seco. El contenido 
de compuestos fenólicos totales fue superior al reportado por Torres Carro y col. (2015) 
para una extracción en etanol 17°, mientras que el contenido de fenólicos no 
flavonoides fue similar. También se detectaron taninos condensados (60,4±3,5 mg de 
EPB2/g PS) y taninos hidrolizables (26±2 mg EAG/g PS), siendo este último superior al 
reportado por Torres Carro y col. (2015) en extractos hidroalcohólicos con mayor 
contenido de agua. 
2.2.3. Perfil cromatográfico 
2.2.3.1. Cromatografía en capa fina  
El análisis fitoquímico de los extractos en cromatografía en capa fina, con visualización 
bajo luz UV de 254 y 365 nm y revelado con NP (Figura 5), mostró la presencia de 
compuestos fenólicos, compuestos flavonoides (bandas verde-anaranjadas) y ácidos 
fenólicos y/o cumarinas (bandas azules) y una zona oscura en el punto de siembra lo 
que indicaría que existen compuestos que no desarrollan con el sistema de solvente 
utilizado y probablemente corresponderían a los taninos condensados e hidrolizables 





Figura 5. Cromatografía en placas de sílica gel de extractos hidroalcohólicos de T. 
andina. 200 µg de compuestos fenólicos de cada extracto fueron separados por CCF 
(Merck Kieselgel 60 F254), utilizando como sistema de solvente 
tolueno/acetona/cloroformo (4,5:3,5:2,5; v/v/v).  A. Placa visualizada por UV a 254 nm. 
B. Placa revelada con NP y visualizada a 365 nm. 
 
2.2.3.2. HPLC-ESI-MS/MS 
El análisis del extracto de T. andina permitió la identificación tentativa de 50 
compuestos, que incluyen taninos, flavonoides, fenólicos simples y fenilpropanoides 
(Tabla 1, Figura 6). Los cromatogramas de iones seleccionados se utilizaron para 
identificar los constituyentes principales y los compuestos relacionados en los extractos. 
El ion a m/z 301 se usó para detectar ácido elágico y derivados de quercetina, mientras 
que el ion a m/z 289 permitió la identificación de monómeros y oligómeros de 
catequina/epicatequina. 
El compuesto 1 exhibió un ion [M-H]- a m/z 481 y mostró una pérdida neutra de 180 
uma que conduce a un pico de base de MS2 a m/z 301, de acuerdo con un resto de ácido 
elágico. De acuerdo con Fischer y col. (2011) y Sandhu y Gu (2010), este compuesto se 
asignó como hexahidroxidifeniloil (HHDP)-hexósido. Los elagitaninos presentan 
unidades de HHDP unidas en dos puntos a una estructura central polihidroxilada, 
típicamente glucopiranosa. La notable diversidad de estructuras dentro de esta familia se 
debe en parte a las diferentes posibilidades de unión de HHDP a la estructura de 
glucopiranosa (Feldman y col., 2003). Los compuestos 3, 10, 14, 15, 17, 24 y 30 
mostraron un ion molecular de 633 uma. Estos iones exhibieron una pérdida neutra de 
332 uma (galoil glucosa), dando lugar a un ion de fragmento intenso a m/z 301, de 




compuestos 4, 5, 7, 9, 13, 16, 36, 37, 39 y 41 fueron identificados como bis-HHDP 
hexósidos (pedunculaginas), basados en el ion [M-H]- m/z 783, con iones de 
fragmentación a m/z 633, 615, 481 y 301 características del galoil-HHDP-hexósido, su 
derivado deshidratado, HHDP-hexósido y ácido elágico, respectivamente (Fischer y 
col., 2011). Se observó un ion [M-H]- m/z 785 para los compuestos 20, 33 y 35. Estos 
mostraron iones de fragmentación a 633, 483 y 301 uma, de acuerdo con galoil-HHDP-
hexósido, digaloil-hexósido y ácido elágico, respectivamente. Los compuestos 20, 33 y 
35 se identificaron como isómeros de hexósido de digaloil-HHDP (isómeros de 
pedunculagina II). También se identificaron dos isómeros de hexósidos de galoil di-
HHDP (casuarinas). Los compuestos 40 y 43 mostraron un ion molecular de 935 uma 
con fragmentos de iones a m/z 783, 633 y 301, característicos de bis-HHDP-hexósido, 
galloil-HHDP-hexósido y ácido elágico, respectivamente. Cuatro derivados de ácido 
elágico fueron tentativamente identificados en la muestra. Los compuestos 32, 34, 38 y 
44 mostraron el ion ácido elágico característico en m/z 301. Los compuestos 32, 34 y 44 
con iones moleculares de 625, 639 y 615 uma, exhibieron pérdidas neutras de hexosa, 
glucuronato y galoilo (162, 176 y 152 uma), respectivamente, lo que conduce a una base 
de pico de MS2 a m/z 463, de acuerdo con el hexósido de ácido elágico. Los compuestos 
32, 34 y 44 se identificaron tentativamente como dihexósido de ácido elágico (32), 
glucurónidohexósido de ácido elágico (34) y galloilhexósido de ácido elágico (44). 
Mientras tanto, el compuesto 38 se identificó como hexósido de ácido elágico, basado 
en el ion [M-H]- m/z 463, que exhibe una pérdida neutra de 162 uma (hexosa), que 
conduce a la base de pico MS2 de m/z 301, de acuerdo con el ácido elágico. 
El compuesto 2 se identificó como galoilhexósido, basado en su ion molecular de 331 
uma y la pérdida neutra de una hexosa (162 uma), que conduce al ion de fragmentación 
de ácido gálico característico a m/z 169. Los compuestos 6, 11 y 23 mostraron un ion 
[M-H]- a m/z 483. El compuesto 6 muestra pérdidas consecutivas de 152 (galoilo) y 162 
uma (hexosa) que conducen a los iones de m/z 331 y 169. La fragmentación de los 
compuestos 11 y 23 muestra un ion a m/z 313 (galoil hexosa). Los compuestos 6, 11 y 
23 se identificaron como tres isómeros de digaloilhexósidos diferentes (Fischer y col., 
2011). El compuesto 42, con un ion molecular de 481 uma, mostró una pérdida neutra 
de ácido gálico (169 uma), conduciendo a un ion a m/z 313 (galoilhexósido) y se 
identificó tentativamente como un isómero de digaloilhexósido adicional. 
Los ácidos hidroxibenzoico e hidroxicinámico se detectaron en el extracto. El 




su ion molecular de 315 uma, cuya fragmentación evidencia una pérdida neutra de 162 
(hexosa) que conduce a un ion de m/z 153 de acuerdo con el ácido protocatecuico, 
mientras que los compuestos 25, 26 y 27 se identificaron tentativamente como 
derivados de hexósidos de ácido vanílico. El compuesto 25, identificado tentativamente 
como ion pseudomolecular 2 [M-H]- vanílico, mostró un ion molecular a m/z 659, cuya 
fragmentación condujo a una base de pico MS2 de m/z 329, de acuerdo con el hexósido 
de ácido vanílico. Los compuestos 26 y 27, con iones de origen a m/z 329 y 409, 
fragmentos de m/z 167, característicos del ácido vanílico, después de la pérdida de un 
resto de hexosa (162 uma) en 26 y pérdidas sucesivas de sulfato y hexosa (80 y 162 
uma) en 27. Los compuestos se asignaron tentativamente como hexósido de ácido 
vanílico (26) y el derivado de sulfato de hexósido (27). Los compuestos 22 y 31 estaban 
de acuerdo con los hexósidoisómeros del ácido carboxílico de brevifolina, que muestran 
[M-H]- ion a m/z 455 cuya fragmentación condujo a los iones de m/z a 291 y 247 uma 
(Fischer y col., 2011). Con respecto a los ácidos hidroxicinámicos, los compuestos 12 y 
29, con iones moleculares de 353 y 367 uma, se fragmentan en un pico base a m/z 191 y 
193 uma, respectivamente, y se identificaron como ácidos 3-cafeoilquínico y 3-
feruloilquínico siguiendo el esquema de orden de Clifford y col. (2003). 
Los compuestos 18, 19, 21 y 28 se identificaron como proantocianidinas. Los 
compuestos 18 y 19 exhibieron un ion [M-H]- a m/z 577 y la señal característica de las 
unidades de (epi) catequina a m/z 289. Ambos compuestos mostraron una pérdida 
neutra de 152 uma que conduce a un pico de base MS2 en m/z 425, de acuerdo con una 
unidad de catequina adicional (epi) (Lin y col., 2014). Los compuestos se identificaron 
como dímero isómeros (epi) catequina- (epi) catequina. El compuesto 21, mostró un ion 
[M-H]- a m/z 865 uma, con una pérdida neutra de 289 uma que conduce a un pico base 
MS2 a m/z 577 uma, sugiriendo una unidad de catequina (epi) unida a (epi) dímero de 
catequina (Lin y col., 2014). Por lo tanto, el compuesto 21 se asignó como trímero de 
(epi)catequina- (epi) catequina- (epi)catequina. El compuesto 28 con una masa 
molecular de 289 uma, mostró una pérdida neutra de 44 uma que conduce a un pico 
base de MS2 de 245, de acuerdo con (epi) catequina. La identidad de (epi) catequina se 
corroboró mediante la inyección de un estándar de catequina en las mismas condiciones 
cromatográficas y el patrón de fragmentación iónico. 
Se detectaron seis glucósidos de flavonol por los máximos de absorción UV 
característicos alrededor de 350 nm. El compuesto 45 exhibió [M-H]- ión a m/z 477 que 




ramnetin/isorhamnetin hexósido. Los compuestos 46-50 se identificaron tentativamente 
como quercetina rutinósido, hexósido y glucurónido y dos isómeros de pentósido, 
respectivamente. Las asignaciones se basaron en la pérdida neutra de 308 uma 
correspondientes a rutinosa (compuesto 46), 162 correspondientes a hexosa (compuesto 
47), 176 pertenecientes a glucurónido (compuesto 48) y 132 uma pertenecientes a 
pentosa (compuestos 49 y 50), lo que lleva al pico MS2 base a m/z 301, característico de 
la quercetina.  
Entre los compuestos identificados en T. andina, se informó previamente la capacidad 
antioxidante de ácido cafeoilquínico, HHDP, bis HDDP hexósidos (pedunculanginas) y 
galloil HHDP hexósidos (casuarinas) (Marinova y col., 2009; Preedy, 2015; Sieniawska 
y Baj, 2017). Se reportó además actividad antioxidante y antiinflamatoria en 
epicatequina (Aree y Jongrungruangchok, 2016), actividad antiproliferativa y apoptótica 
de ácido elágico (Seeram y col., 2005), actividad de glucurónido de quercetina como 
antioxidante, antiviral, antiarteriosclerosis y antiinflamatorio (Wang y col., 2016; Li y 
col., 2017), actividad de pedunculagina como antitumoral, antiinflamatorio, anticáncer y 
antimicrobiano (Marzouk 2007; Feldman y Smith, 1996; Hardman 2014; Barry y col., 
2001), actividad de casuarina como antioxidante, antiviral , antiinflamatorio (Kwon y 
col., 2011), actividad de ácido cafeoilquínico como antimicrobiano (Bajko y col., 2016), 
entre otras.  
 
 
Figura 6. Análisis de HPLC-ESI-MS/MS del extracto de T. andina. Detección: UV 














Tabla 1. Identificación de compuestos del extracto de T.andina por HPLC-ESI-MS/MS. 
1De acuerdo con Clifford y col. (2003). 2De acuerdo con Fischer y col. (2011). 
3Confirmado comparando los valores de tR con el estándar. 
Compuesto Tr(min) [M-H]- MS/MS Identificación  
1 8,0 481 301(100) HHDP hexósido 
2 8,5 331 271(74), 169(100) Galoil hexósido 
3 10,1 633 463(8), 301(100) Galoil HHDP hexósido 
4 12,7 783 481(65), 301(100) bis-HHDP hexósido (pedunculagina) 
5 14,1 783 481(71), 301(100) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
6 15,6 483 331(100), 169(24) Digaloil hexósido 
7 16,6 783 481(73), 301(100) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
8 17,5 316 152(100) Ácido protocatecuico hexósido 
9 19,2 783 481(60), 301(100) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
10 19,6 634 301(100) Galoil HHDP hexósido  
11 20,3 483 313(100) Digaloil hexósido  
12 23,0 354 191(100), 179(32) Ácido 3-cafeoilquinico1 
13 23,3 783 481(51), 301(100) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
14 23,9 634 481(21), 301(100) Galoil HHDP hexósido  
15 24,9 634 421(27), 301(100) Galoil HHDP hexósido  
16 25,7 783 481(43), 301(100) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
17 26,2 633 301(100) Galoil HHDP hexósido  
18 28,2 577 451(84), 425(100), 289(35) Dímero (epi)catequina-(epi)catequina  
19 29,6 577 451(66), 425(100),289(6) Dímero (epi)catequina-(epi)catequina  
20 29,7 785 633(49), 483(88), 301(100) Digaloil-HHDP hexósido 
(pedunculagina II) 
21 30,7 865 695(41), 577(100), 520(7) Trímero (epi)catequina-(epi)catequina-
epi)catequina 
22 30,9 455 291(100), 247(19) Ácido brevifolin carboxílico hexósido2 
23 31,9 483 331(20), 313(18), 271(100) Digaloil hexósido  
24 31,9 633 613(100), 301(68) Galoil HHDP hexósido  
25 32,7 659 329(100)  2[M-H] ácido vanilico hexósido ion 
pseudomolecular  
26 32,9 329 167(100) Ácido vanilico hexósido2 
27 33,0 409 329(16), 241(100), 167(8) Ácido vanilico hexósido sulfato 
28 33,6 289 245(100), 205(36) (epi)catequina3 
29 33,8 367 193(100) Ácido 3-feruloilquinico1 
30 34,4 633 463(11), 301(100) Galoil HHDP hexósido  
31 34,5 455 291(100), 247(24) Ácido brevifolin carboxílico hexósido2 
32 34,7 626 463(100), 301(8) Ácido elágico dihexósido 
33 35,2 785 633(23), 483(83), 301(100) Digaloil HHDP hexósido 
(pedunculagina II)2 
34 36,4 639 463(100), 301(10) Ácido elágico glucurónido hexósido 
35 37,6 785 633(19), 483(100), 302(23) Digaloil HHDP hexósido 
(pedunculagina II)  
36 40,4 784 633(100), 301(44) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
37 43,9 784 615(39), 419(53), 301(100) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
38 44,7 463 301(100) Ácido elágico hexósido 
39 45,7 784 613(95), 481(35), 301(100) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
40 46,5 935 633(100), 301(29) Galoil di HHDP hexósido (casuarinina) 
41 46,9 783 613(100), 481(17), 301(85) bis-HHDP hexósido (pedunculagina)  
42 50,3 481 439(100), 313(85) Digaloil hexósido  
43 52,5 934 783(20), 633(19), 301(100) Galoil di HHDP hexósido (casuarinina)  
44 52,5 616 463(100), 301(2) Ácido elágico galoil hexósido 
45 54,7 477 315(100), 301(4) Isoramnetina hexósido 
46 55,4 609 301(100) Quercetina rutinósido 
47 57,3 463 301(100) Quercetina hexósido 
48 58,6 477 301(100) Quercetina glucurónido 
49 61,5 434 301(100) Quercetina pentósido  




2.3. Actividades biológicas del extracto hidroalcohólico de T. andina 
2.3.1. Actividad antifúngica 
2.3.1.1. Determinación cualitativa. Ensayo bioautográfico 
Se evaluó la actividad de los extractos de T. andina sobre el crecimiento de C. albicans 
por bioautografia en siembra puntual de 200 µg EAG/ml (sin desarrollar con el sistema 
de solventes), demostrándose la actividad antifúngica del fitocomplejo (Figura 7A).  
Posteriormente, se realizó un ensayo bioautográfico frente a C. albicans para evaluar si 
la actividad antifúngica presente en el fitocomplejo se debe a uno o varios compuestos. 
La actividad antifúngica se vio reflejada en el punto de siembra, pudiendo asumir que 
los compuestos responsables del efecto podrían ser los taninos identificados en los 
extractos que no fueron desarrollados con el sistema de solvente utilizado (Figura 7B, 
C). 
 
                                                        A             B           C 
Figura 7. Ensayo bioautográfico del extracto de T. andina frente a C. albicans. A. 
Siembra puntual con 200 μg EAG en placas de sílica gel F254. B. Extracto desarrollado 
en un sistema cromatográfico en placas de sílica gel F254 utilizando 
tolueno/acetona/cloroformo (4,5:3,5:2,5; v/v/v). En ambos casos las placas fueron 
inoculadas con C. albicans, incubadas a 37ºC y reveladas con una sal de tetrazolium (3-
(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium) para determinar la viabilidad celular. C. 
Extracto etanólico desarrollado igual que en (B) y revelado con NP y visualizado con 
luz ultravioleta a 365 nm.   
 
2.3.1.2. Determinación cuantitativa de la actividad antifúngica 
La actividad antifúngica del extracto hidroalcohólico se ensayó in vitro frente a 10 
cepas de levaduras obtenidas a partir de exudados vaginales de pacientes con infección 
vaginal por hongos. Incluyeron tres cepas de S. cerevisiae, tres cepas de C. albicans, 
tres cepas de C. glabrata y una cepa de C. tropicalis (Tabla 2). Algunas cepas de S. 




voriconazol, itraconazol (85%), o resistentes (R) (15%). Las especies de Candida y 
Saccharomyces también fueron susceptibles a la nistatina y a anfotericina B. El extracto 
etanólico fue efectivo a baja concentración contra C. albicans y no albicans. Los valores 
de CIM50 frente a la mayoría de las cepas de levadura se encontraron entre 12,5 y 25 μg 
EAG/ml (Tabla 2). El extracto etanólico mostró potencias comparables contra dos cepas 
de S. cerevisiae, pero fue menos activo contra la cepa 134544 de S. cerevisiae (Tabla 2). 
La actividad del extracto hidroalcohólico también se examinó en términos de 
concentración fungicida mínima (CFM), a los fines de evaluar si los resultados de 
susceptibilidad antifúngica se correlacionan con la capacidad de muerte de los extractos. 
Para todos los aislamientos de C. glabrata, los valores de CFM del extracto fueron 
iguales a los valores de CIM90 (Tabla 2), consistentes con una buena actividad 
candidacida. El extracto de T. andina produjo inhibición del crecimiento de L. casei 
CRL1267, L. paracasei CRL1291 y L. johnsonii CRL1292 aislados de la vagina 
humana, con valores de CIM más altos que contra Candida (> 400 μg EAG/ml) 
demostrando que el uso del extracto en infecciones vaginales no afectaría la microbiota 
normal de lactobacilos de la vagina. De acuerdo con Tangarife-Castaño y col. (2011) 
podríamos considerar al extracto de T. andina como un antifúngico con potencia de 
fuerte a débil, dependiendo de la cepa analizada. 
Como describimos en este capítulo, el extracto de T. andina contiene un nivel elevado 
de taninos hidrolizables de tipo pedunculanginas y casuarininas. Los taninos 
hidrolizados son compuestos con actividad anti Candida demostrada. Existen algunas 
evidencias de que los compuestos mencionados afectan las células fúngicas a través de 
la interacción con la bicapa lipídica de la membrana celular; en consecuencia podrían 
actuar alterando la integridad de la membrana o intercalándose en la pared celular 












Tabla 2. Efecto del extracto de T. andina sobre diferentes cepas de levaduras aisladas 
de infecciones vaginales. 
Cepa Número de 
colección 






























C. tropicalis 1841 FluS,AmSNyS 400/25 >400 












C. parapsilosis 134410 FluS,AmSNyS 400/12,5 >400 
C. krusei 134409 FluR,AmSNyS 100/12,5 >400 
*Los valores de CIM representan el 90 y 50% de la inhibición del crecimiento en 
comparación con el control de crecimiento. Flu: Fluconazol; Am: Anfotericina B; Ny: 
Nistatina; R: Resistente; S: Sensible. 
 
2.3.2. Actividad antioxidante  
El extracto etanólico de T. andina mostró actividad depuradora de radicales ABTS•+ con 
un valor CD50 de 4,30 μg PS/ml, similar al obtenido con el antioxidante sintético BHT 
(Tabla 3). En el ensayo de la hemólisis oxidativa, el extracto exhibió un efecto inhibidor 
sobre la lipoperoxidación de las membranas de glóbulos rojos de sangre humana con un 
valor de CI50 de 0,59 μg PS/ml, (Tabla 3), siendo más activo que los antioxidantes 
quercetina y BHT usados como referencia. 
La concentración de polifenoles necesaria para depurar el 50% del H2O2 fue 
aproximadamente cinco veces mayor a la de quercetina, demostrando una menor 
actividad, mientras que frente al ensayo del •OH el extracto fue considerablemente más 
potente (Tabla 3). El extracto de T. andina resultó treinta veces más potente que el 
antioxidante quercetina. 
La actividad antioxidante del extracto etanólico de T. andina podría atribuirse al 




galloil HHDP hexósidos (casuarinas), compuestos con demostrada capacidad 
antioxidante (Marinova y col., 2009; Preedy, 2015; Sieniawska y Baj, 2017). Se reportó 
además actividad antioxidante en epicatequina (Aree y Jongrungruangchok, 2016), 
ácido elágico (Seeram y col., 2005) y glucurónido de quercetina (Wang y col., 2016), 
compuestos también presentes en T. andina. 
 
Tabla 3. Actividad antioxidante del extracto de T. andina (µg PS/ml) y drogas 
comerciales usadas como referencia (µg PS/ml). 
Muestra 
ABTS•+ AAPH •OH H2O2 
CD50 (µg/ml) CI50 (µg/ml) CD50 (µg/ml) CD50 (µg/ml) 
E-Ta 4,30±0,12c 0,59±0,02a 0,98±0,03a 188,08±4,90b 
BHT 3,50±0,20b 1,20±0,10c - - 
Quercetina 1,40±0,10a 0,90±0,08b 30,00±2,00b 38,00±3,20a 
E: extracto; Ta: T. andina; BHT: butil hidroxitolueno. Los valores se reportan como 
media ± desviación estándar de triplicados. Diferentes letras en la misma columna 
indicaron diferencias significativas en la actividad antioxidante de acuerdo con la 
prueba de Tukey (p ≤ 0,05).  
 
2.3.3. Actividad antiinflamatoria 
Los porcentajes de inhibición de 50 μg EAG/ml (129,23 μg PS/ml) del extracto 
etanólico de T. andina para LOX y COX-2 fueron 42,47±0,3 y 45,52±1,8%, 
respectivamente. La actividad sobre COX-2 fue superior a la reportada por Torres Carro 
y col. (2015) para Tetraglochin andina, en donde se observó que 200 μg PS/ml (extracto 
en etanol 17°) presentaron un porcentaje de inhibición de 34% de la actividad de COX-
2, mientras que 150 μg PS/ml del mismo extracto mostraron una inhibición del 15% de 
la actividad de LOX (Torres Carro y col., 2017), inferior a la obtenida en nuestras 
condiciones (etanol 60°). Otros investigadores han demostrado que extractos de T. 
andina son capaces de reducir Fe3+ de manera dosis-dependiente con valores de CR50 de 
29,7±0,6 μg/ml (Torres Carro y col., 2017). Por otro lado, tienen baja capacidad de 
depurar Fe2+ (41,9±6,0% con 500 µg de extracto seco). En este trabajo se demostró que 
el extracto de T. andina tiene elevada capacidad de transferencia de electrones, por lo 
que esta especie podría inhibir la actividad de enzimas como LOX preferentemente 





El extracto también mostró un efecto inhibitorio sobre FLA2 con un porcentaje de 
inhibición de 34,52±0,8%, superior a los porcentajes obtenidos con los antiinflamatorios 
comerciales naproxeno e indometacina utilizados como referencia (Tabla 4). De 
acuerdo con Torres Carro y col. (2017), el extracto de T. andina (etanol 17°) no mostró 
actividad inhibitoria sobre FLA2, lo que indicaría que los compuestos responsables de 
esta actividad se extraen solo con mayores concentraciones de etanol. Estos resultados 
indicarían que los taninos aportarían a la inhibición de FLA2 y LOX, ya que los niveles 
de taninos condensados extraídos con etanol 60º de partes aéreas de T. andina 
corresponderían a 60,4±3,5 mg de EPB2/g PS, mientras que los extraídos con etanol 17º 
se corresponderían con 5,46±0,01 mg de EPB2/g PS (Torres Carro y col., 2015; 2017), 
en consecuencia en la cantidad de peso seco utilizado en el ensayo tenemos mayor 
cantidad de este tipo de compuestos que lo encontrado por Torres Carro y col. (2015, 
2017). 
Se reportó previamente actividad antiinflamatoria de taninos hidrolizables y 
condensados como casuarinina, pedunculagina, epicatequina y flavonoides como 
glucorónido de quercetina (Kwon y col., 2011; Lipińska, 2014; Bettaieb y col., 2016; Li 
y col., 2017), compuestos presentes en T. andina.  
 
Tabla 4. Inhibición de las enzimas LOX, COX-2 y sFLA2 por 50 μg EAG/ml del 




LOX COX-2 sFLA2 
E-Ta 42,47±0,30a 45,52±1,80a 34,52±0,80c 
Naproxeno 95,00±2,80b - 12,00±0,60a 
Indometacina - - 16,00±0,80b 
Nimesulida - 100,00±5,00b - 
E-Ta: extracto de T. andina. LOX: lipoxigenasa; COX-2: ciclooxigenasa-2; sFLA2: 
fosfolipasa A2. Los valores se presentan como media ± desviación estándar de 
triplicados. Diferentes letras en la misma columna para cada especie de la planta 









2.3.4. Actividad mutagénica. Test de Ames 
La evaluación de la mutagenicidad del extracto hidroalcohólico de T. andina utilizando 
cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA100 indicó que, en las concentraciones 
bioactivas, el extracto de T. andina no induce un incremento del número de revertentes 
de TA98 y TA100 respecto al número de revertentes espontáneos (relación de 
mutagenicidad <1,5), lo que indica que se trata de un material no genotóxico (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Número de revertantes/placa y relación de mutagenicidad (RM) en S. 
typhimurium TA98 y TA100 con distintas dosis del extracto hidroalcohólico de T. 
andina. 











500 41±3a 140±12a 1,20 1,27 
250 41±1a 136±8a 1,20 1,23 








 34±2a 110±16a   
Los valores se presentan como media ± desviación estándar de triplicados. Diferentes 
letras en la misma columna indicaron diferencias significativas de acuerdo con la prueba 
de Tukey (p ≤ 0,05). ND: Afecta viabilidad de la cepa. 1Control positivo: 4-nitro-




























Sinergismo entre los 























Se ha demostrado que en general la aplicación de combinaciones de antimicrobianos 
extiende el espectro de actividad y en muchos casos se logra un efecto sinérgico que 
mejora el efecto terapéutico y minimiza la resistencia de los microorganismos a los 
mismos (Wolska y col., 2012). En los últimos años la experimentación in vivo de 
combinaciones de antimicrobianos de naturaleza muy diversa brindó resultados 
prometedores que podrían acelerar su implementación en tratamientos destinados a 
medicina humana y veterinaria, agricultura y a la industria alimentaria para combatir a 
los microorganismos patógenos. Durante milenios las plantas han sido una de las 
principales fuentes para la obtención de nuevas drogas y se ha comprobado que las 
infusiones herbales y los aceites esenciales han contribuido enormemente a preservar la 
salud humana (Amenu, 2014). Generalmente, los estudios biológicos y fitoquímicos de 
plantas medicinales se han realizado en extractos individuales, y muy poco sobre 
mezclas o combinaciones de extractos. Sin embargo, la medicina folklórica utiliza 
muchas recetas y formulaciones basadas en mezclas de extractos de plantas medicinales, 
como remedios efectivos para curar o aliviar una determinada enfermedad, lo que 
conlleva a imaginar las innumerables mezclas que se pueden investigar. Estudios 
realizados por otros autores sobre mezclas de plantas medicinales sugieren que puede 
existir sinergismo entre extractos (Arnason y col., 2004; Carabajal y col., 2017). 
 
Interacción entre mezclas de antimicrobianos 
Una de las estrategias empleadas para combatir el alarmante fenómeno de la resistencia 
y multi-resistencia a los antibióticos comprende el desarrollo de esquemas terapéuticos 
innovadores para mejorar la eficacia de los tratamientos a través de la combinación 
entre compuestos antimicrobianos. 
Existen varias razones que justifican el hecho de analizar combinaciones de 
antimicrobianos: 
1- la probabilidad de aparición de cepas resistentes a algunos de los antimicrobianos. 
2- algunos agentes solo se pueden utilizar hasta ciertas concentraciones límites debido a 
su elevada toxicidad. 
3- aparición de infecciones polimicrobianas. 
4- la presencia de sinergismo entre agentes antimicrobianos. 




a- Indiferencia: la actividad de los dos antimicrobianos no difiere de la actividad del 
más efectivo en solitario. 
b- Aditividad: el efecto combinado es igual a la suma de los efectos observados por 
cada antimicrobiano por separado. 
c- Sinergismo: la actividad de los dos antimicrobianos es significativamente mayor que 
la adición de las actividades de los dos antimicrobianos separados. 
d- Antagonismo: la actividad de los dos antimicrobianos juntos es significativamente 
menor que la suma de las actividades de los dos antimicrobianos separados. 
Los tratamientos convencionales para las enfermedades fúngicas son limitados debido al 
hecho de que los hongos son organismos eucariotas, por lo que es difícil el desarrollo de 
un fármaco que sea selectivamente tóxico para la célula fúngica y no para el huésped. 
En los últimos años la resistencia a terapias antifúngicas tradicionales (azoles y 
polienos) se ha incrementado, además se conoce que es altamente tóxica y que presenta 
muchas interacciones y trastornos adicionales. La falta de disponibilidad de antifúngicos 
convencionales ha llevado a buscar alternativas entre los productos naturales 
(Tangarife-Castaño y col., 2011). Estos agentes antimicóticos podrían usarse como tal 
en una terapia complementaria a antifúngicos convencionales o como fuente para la 
búsqueda de nuevas estructuras químicas con potencial antimicótico.  
El sinergismo de drogas entre agentes antimicrobianos conocidos y extractos bioactivos 
de plantas es un concepto novedoso y constituye una de las nuevas alternativas para el 
tratamiento de infecciones causadas por microorganismos multirresistentes (Coutinho y 
col., 2008; 2009).  
Se han encontrado sustancias antimicrobianas de origen natural, presentes en plantas, 
que potencian el efecto de agentes antimicrobianos sintéticos, dichas sustancias solas 
carecen de propiedades antimicrobianas, pero cuando se las asocia a antimicrobianos 
estándares, ellas aumentan el efecto de la droga (Kamatou y col., 2006). Es evidente que 
muchas veces las plantas adoptan un paradigma diferente – “el sinergismo” – para 
combatir a las infecciones (Hemaiswarya y col., 2008). 
Los fitocompuestos en extractos crudos tienen una complejidad estructural diversa y 
como ellos son de origen no microbiano, ningún microorganismo, sin importar qué tan 
bien equipado y desarrollado esté genéticamente, puede montar un efecto supresor in 
vitro. Lo mismo ocurre in vivo cuando los fitocompuestos son combinados con la 
quimioterapia habitual, ya que los fitoquímicos en extractos crudos constituyen firmes 




Recurrir a las plantas buscando nuevos químicos sería una alternativa prudente, no solo por 
ser fuentes de antimicrobianos, sino también porque gran cantidad de fitocompuestos puros 
se están utilizando con éxito en la clínica (Dubey y Padhy, 2013). Por lo tanto, muchos de 
estos fitoquímicos serían una opción como medicina complementaria frente a patógenos 
multirresistentes.  
Los efectos sinérgicos que resultan de la combinación de antibióticos con varios 
extractos vegetales y compuestos aislados han sido previamente estudiados y 
experimentados (Ibezim y col., 2006; Esimone y col., 2008; Akinyele y col., 2017; 
Torres y col., 2017; Bustos y col., 2018), retrasando también la aparición de cepas 
resistentes (Chambers, 2006). 
Recientemente se reportó efecto sinérgico frente a C. albicans al combinar antifúngicos 
entre sí (Fakhim y col., 2016; Lu y col., 2018) y extractos o compuestos puros con 
antifúngicos (Liu y col., 2017; Sun y col., 2017; Yang y col., 2017; Canturk 2018; Sun 
y col., 2018; Zaidi y col., 2018). 
Atendiendo a todo lo expuesto, en este capítulo se pretende evaluar el efecto de 
combinaciones binarias entre los extractos de Zuccagnia punctata (Zp), Larrea 
cuneifolia (Lc), Larrea divaricata (Ld), Larrea nitida (Ln) y Tetraglochin andina (Ta), 
con el propósito de considerarlos posteriormente como otra alternativa en la lucha 
contra infecciones fúngicas. 
 
2. Resultados y discusión 
Como se describió en los capítulos anteriores y siguiendo protocolos internacionales se 
realizó: 
A) La estandarización del material biológico mediante su autenticación por metodología 
botánica, macroscópica y microscópica.  
B) La puesta a punto de un protocolo de producción de extractos a escala de laboratorio 
de cinco plantas medicinales nativas. 
C) La estandarización de estos mediante la identificación y cuantificación de 
marcadores de calidad química. 
D) La determinación de actividad biológica de dichos extractos para estandarizarlos 
desde el punto de vista biológico. 
 
Hasta aquí, podemos decir que los extractos etanólicos por separado resultaron efectivos 




extractos de Z. punctata, L. cuneifolia y L. divaricata (CIM de 25 a 100 g EAG/ml) 
como antifúngicos fuertes frente a Candida de acuerdo con Tangarife-Castaño y col. 
(2011), mientras que a los de L. cuneifolia y T. andina (CIM de 25 a 400 g EAG/ml) 
se los clasificó como antimicóticos fuertes, moderados o débiles, dependiendo de la 
especie evaluada. Además, resultaron antioxidantes y antiinflamatorios con diferente 
potencia, de modo tal que podemos considerar a estos extractos individuales como 
fitoterápicos multipropósito, antifúngicos, antiinflamatorios y antioxidantes. A partir de 
estos resultados, se decidió evaluar el efecto de combinaciones binarias de los extractos 
hidroalcohólicos, en el rango de concentraciones entre 6,25 y 800 µg EAG/ml para 
definir si las mezclas bi-herbales resultan más efectivas. 
 
2.1. Efecto de las combinaciones de extractos o mezclas bi-herbales sobre el 
crecimiento de levaduras aisladas de candidiasis vaginal 
Los resultados obtenidos indican que las combinaciones entre Z. punctata y las especies 
de Larrea son más eficaces como antifúngicos que las combinaciones de especies de 
Larrea entre sí, y entre Larrea o Z. punctata con T. andina.  La mejor combinación fue 
la de Z. punctata y L. cuneifolia (Zp/Lc; 1:4), que mostró efecto sinérgico o aditivo 
frente a todas las levaduras, con valores de ICFI comprendidos entre 0,500 y 0,750 
(Tabla 1). Esto indicaría que la interacción entre los componentes químicos contenidos 
en ambas especies incrementa la capacidad antifúngica. Previamente, se demostró que 
los extractos estandarizados de Z. punctata presentan chalconas e hidrochalconas 
mayoritarias, principalmente 2ʹ,4ʹ-dihidroxichalcona, y en los extractos de especies de 
Larrea se demostró que el ácido nordihidroguayarético era el compuesto mayoritario. 
La 2ʹ,4ʹ-dihidroxichalcona es activa frente a C. albicans (Nuño y col., 2014), al igual 
que el ácido nordihidroguayarético (Agüero y col., 2011). También se reportó actividad 
anticándida para ácido quínico y pinocembrina (Ozçelik y col., 2011; Lu y col., 2017) 
presentes en el extracto de Z. punctata.  
Las mezclas de Z. punctata y L. divaricata (Zp/Ld; 1:1) y de Z. punctata y L. nitida 
(Zp/Ln; 1:1) también resultaron activas. Zp/Ln mostró sinergismo frente a C. glabrata, 
C. parapsilopsis y S. cerevisieae, aditivismo frente a C. albicans y C. tropicalis e 
indiferencia frente a C. krusei. La mezcla Zp/Ld presentó un efecto sinérgico frente a C. 
glabrata, indiferente para C. albicans, y aditivo para el resto de las cepas.  
En las combinaciones en las que se observó sinergismo, los valores de CIM lograron 




dependiendo de la cepa ensayada. De esta manera, a modo de referencia, los valores de 
CIM de los extractos de L. cuneifolia y T. andina usados individualmente frente a las 
cepas de C. glabrata, fueron de 400 µg EAG/ml en ambos casos, mientras que en las 
combinaciones los valores fueron de 100 y 25 µg EAG/ml, respectivamente. La mezcla 
menos activa fue Ta/Ln, que mostró efecto indiferente frente a todas las levaduras 
ensayadas (ICFI entre 1,062-2,250).  
El aumento de la capacidad antimicrobiana cuando los extractos herbales son 
combinados podría explicarse por el mecanismo a través del cual varios constituyentes 
bioactivos de las plantas afectan diversos sitios blancos y trabajan cooperativamente de 
una manera sinérgica (Al-Bayati, 2008). Esta estrategia se denomina efectos multi-
diana. Este enfoque no es exclusivo para las combinaciones de extractos, sino también 
para combinaciones entre productos naturales individuales o extractos con 
quimioterápicos o antibióticos (Hemaiswarya y col. 2008; Rodrigues y col., 2009; 
Wagner y Ulrich- Merzenich, 2009).  
La evaluación de las potencialidades terapéuticas de las plantas nativas de la Argentina 
podría potenciar la utilización de estas en el tratamiento de las enfermedades, sobre 
todo, cuando hay sinergia entre las mismas. Es por ello, que la mezcla de los extractos 
de Z. punctata (especie más activa usada individualmente) con las tres especies de 
Larrea (especies más prometedoras potenciando el efecto en las mezclas) fueron 
seleccionados para las pruebas de toxicidad, actividad antiinflamatoria y antioxidante, 
que serán desarrolladas en este capítulo.  
La selección de las mezclas más activas se realizó teniendo en cuenta aquellas que 
mostraron mayor incidencia de efecto sinérgico y/o aditivo, y considerando la relación 
que presentaban entre sí los extractos, así, por ejemplo, en la mezcla Zp/Ln en los casos 
donde se observó sinergismo la relación entre los componentes de la mezcla era 1:1.  
Las mezclas seleccionadas fueron: 
- Zuccagnia punctata/Larrea nitida: Relación 1:1 
- Zuccagnia punctata/Larrea cuneifolia: Relación 1:4 






















*μg EAG/ml de cada extracto en la combinación. Los valores del índice CFI se muestran entre paréntesis. s Efecto sinérgico 
(≤ 0,5); a Efecto aditivo (> 0,5 y ≤ 1); i Efecto indiferente (> 1 y <4). CFI: Concentración Fraccionaria Inhibitoria. Lc: Larrea 











































































































































































2.2. Estandarización química de la formulación bi-herbal 
La estandarización es un importante aspecto para asegurar la calidad, eficacia y la 
seguridad de una formulación bi-herbal, logrando el efecto terapéutico buscado y 
evitando las variaciones de lote a lote. En el caso de las mezclas binarias Zp/Ld; Zp/Ln; 
Zp/Lc seleccionadas en este trabajo como antifúngicos se cuantificaron los principales 
grupos de compuestos fenólicos y los resultados obtenidos se compararon con el 
contenido de los mismos compuestos en las especies vegetales individuales que se 
utilizaron para preparar las combinaciones. Como se puede ver en la Figura 1, no se 
observaron grandes variaciones en el contenido de fenólicos totales ni en los otros tipos 
de fenólicos entre las mezclas bi-herbales y  las especies vegetales individuales. 
 
 
Figura 1. Contenido de compuestos fenólicos en extractos y mezclas binarias de 
extractos. Los valores se presentan como media ± desviación estándar de triplicados. 
Diferentes letras en cada grupo de compuestos indicaron diferencias significativas según 
la prueba de Tukey (p ≤ 0.05). Las barras de error representan el error estándar de la 
media. E: extracto. M: mezcla. 
 
Las mezclas de extractos fueron analizadas por HPLC-DAD, identificando y 
cuantificando los compuestos marcadores de calidad química seleccionados para cada 
especie, 2ʹ,4ʹ-dihidroxichalcona (DHC) para Z. punctata y ácido nordihidroguayarético 
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En la Tabla 2 se muestra el contenido de cada uno de ellos en los extractos y en las 
mezclas Zp/Lc (1:4), Zp/Ln (1:1), Zp/Ld (1:1). 
En la Figura 2 se muestran los cromatogramas obtenidos, evidenciando la presencia de 
estos marcadores en las mezclas. Los picos fueron determinados en base a sus espectros 
de absorción UV visible y tiempos de retención comparando con estándares 
comerciales. En el pico 1 se determinó ANDG y en el pico 2 se determinó DHC.  
 
Tabla 2. Cuantificación de marcadores químicos en extractos de L. divaricata, L. 





µg /mg PS 
DHC 
µg /mg PS 
E-Ld 134,320,10 - 
E-Lc 158,690,05 - 
E-Ln 268,120,10 - 
E-Zp - 40,130,10 
M Zp/Ld (1:1) 62,840,05 20,210,50 
M Zp/Lc (1:4) 204,650,02 18,190,50 
M Zp/Ln (1:1) 143,030,03 22,440,10 
Ld: L. divaricata; Lc: L. cuneifolia; Ln: L. nitida; Zp: Z. punctata; E: extracto; M: 






Figura 2. Perfiles cromatográficos de combinaciones binarias de extractos a 282 nm. A. 
Extractos de L. divaricata y de Z. punctata. B. L. cuneifolia y Z. punctata. C. L. nitida y 
Z. punctata. Compuesto 1. ANDG. Compuesto 2. DHC. 
 
2.3. Estandarización biológica de preparaciones bi-herbales 
2.3.1. Actividad antioxidante  
En la Tabla 3 se resumen los valores de CD50 y CI50 obtenidos con los extractos 
hidroalcohólicos de especies individuales y de las mezclas binarias.  
En el ensayo del ABTS, se puede observar que las combinaciones resultaron más 
activas que los extractos individuales, resultando la mezcla Zp/Ld la más potente con un 
















































































Con respecto a la depuración del radical •OH, no se observaron diferencias 
significativas entre los extractos individuales y las mezclas. Sin embargo, en todos los 
casos, la potencia fue considerablemente superior al antioxidante natural quercetina 
usado como referencia.  
En el ensayo del AAPH, las muestras más activas fueron Zp/Lc, Zp/Ld, Zp/Ln y el 
extracto de Z. punctata, siendo hasta ocho veces más potentes que el resto de los 
extractos evaluados. 
En comparación con el resto de los ensayos, las muestras fueron menos activas para 
depurar H2O2, siendo la potencia de las mezclas similar a la de los extractos 
individuales.  
La actividad antioxidante de los extractos y mezclas se puede atribuir en parte al ácido 
nordihidroguayarético (Lee y col., 2003; Anesini y col., 2004; Guzmán-Beltrán y col., 
2008) presente en los extractos de Larrea, y a la presencia en Z. punctata de 2ʹ,4ʹ-
dihidroxichalcona (Morán Vieyra y col., 2009; Nuño y col., 2015), pinocembrina 
(Vargas-Sánchez y col., 2015) y catequina (Aree y Jongrungruangchok, 2016; Grzesik y 
col., 2018), compuestos con conocida potencia antioxidante.  
 
Tabla 3. Actividad antioxidante de extractos, mezclas bi-herbales y antioxidantes 
comerciales de referencia.  








E-Zp 9,13±0,50f 0,98±0,05a 184,84±15,20b 0,14±0,01a 
E-Lc 10,29±0,50g 1,73±0,10a 191,81±13,00b 0,30±0,02b 
E-Ld 6,72±0,20e 1,18±0,10a 175,02±14,50b 0,55±0,05c 
E-Ln  12,14±0,60h 1,11±0,07a 192,12±14,00b 0,56±0,02c 
M Zp/Lc (1:4) 4,91±0,27d 1,46±0,11a 173,16±13,20b 0,08±0,01a 
M Zp/Ln (1:1) 5,11±0,26d 0,89±0,08a 182,82±12,60b 0,078±0,002a 
M Zp/Ld (1:1) 3,81±0,26c 1,28±0,10a 186,70±15,50b 0,100±0,005a 
Quercetina 1,41±0,08a 30,00±2,00b 38,00±3,20a 0,90±0,08d 
BHT 3,52±0,20b,c - - 1,20±0,10e 
ANDG 2,60±0,20b - 52,00±4,50a 1,12±0,05e 
E: extracto; M: mezcla; Lc: Larrea cuneifolia; Ld: Larrea divaricata; Ln: Larrea nitida; 
Zp: Zuccagnia punctata; BHT: butil hidroxitolueno; ANDG: ácido 
nordihidroguayarético. Los valores se informan como media ± desviación estándar de 
triplicados. Diferentes letras en la misma columna para cada especie de planta indicaron 




2.3.2. Actividad antiinflamatoria  
Los extractos más activos como antifúngicos (Zp, Ld y Ln) inhibieron las enzimas de la 
vía de AA en diferentes niveles (Tabla 4). Todos los extractos fueron más activos sobre 
LOX, seguidos por COX-2 y luego sFLA2, tal como se describió en los respectivos 
capítulos cuando se analizan cada una de las especies por separado. 
La actividad inhibidora de las combinaciones binarias fue en general más alta que los 
niveles exhibidos por las especies de plantas individuales a igual concentración, 
principalmente sobre COX-2. En las mezclas binarias donde se incluyen cantidades 
iguales de ambos extractos para llegar a los 50 µg/ml (Zp/Ld y Zp/Lc) se incrementa el 
porcentaje de inhibición de COX-2 desde un 50% para algunas especies individuales 
hasta alrededor del 100% en la mezcla binaria. En el ensayo del efecto de las 
combinaciones sobre la enzima proinflamatoria LOX, se logró alrededor de un 100% de 
inhibición, valor semejante al porcentaje de inhibición que mostraron los extractos 
individuales. El efecto de las combinaciones binarias sobre sFLA2 fue levemente mayor 
que para los extractos individuales. Todas las combinaciones mostraron un nivel de 
inhibición similar o superior a los de los fármacos antiinflamatorios comerciales 
utilizados como controles positivos (Tabla 4). 
La utilización de productos naturales como antiinflamatorios, ya sea individuales o 
combinados, es una terapia muy prometedora, debido a que el uso de algunos 
antiinflamatorios sintéticos es limitado por sus importantes efectos adversos. Por otro 
lado, en estudios previos se reportó que la combinación de antiinflamatorios no 
esteroideos con productos naturales es una buena alternativa para el tratamiento 
antiinflamatorio ya que en algunos casos se produce sinergismo sin incrementar, e 
incluso a veces llegando a disminuir, efectos gástricos adversos (Ortiz y col., 2010). 
Los resultados obtenidos muestran que las mezclas evaluadas podrían usarse 
potencialmente para dirigirse a la vía de AA en diferentes niveles, logrando así un 









Tabla 4. Efecto de los extractos, combinaciones (50 μg EAG/ml) y compuestos 
antiinflamatorios comerciales (50 μg/ml) en las enzimas del metabolismo del ácido 
araquidónico. 
Muestra Inhibición de enzima (%) 
LOX COX-2 sFLA2 
E-Lc 53,37±2,70a 57,92±2,00a,b 17,06±0,80b 
E-Ld 94,41±3,40b 59,94±1,50b 39,28±1,50d 
E-Ln 94,17±3,20b 49,39±1,50a 30,16±1,40c 
E-Zp 95,25±4,20b 71,96±2,80c 28,57±0,50c 
M Zp/Ld (1:1) 99,50±4,50b 99,20±3,90d 45,24±1,80e 
M Zp/Ln (1:1) 99,30±4,30b 98,70±3,20d 50,00±1,70f 
M Zp/Lc (1:4) 97,92±5,10b 95,30±2,90d 38,09±0,90d 
Naproxeno 95,00±2,80b - 12,00±0,60a 
Indometacina - - 16,00±0,80b 
Nimesulida - 100,00±5,00d - 
LOX: lipooxigenasa; COX-2: ciclooxigenasa-2; sFLA2: fosfolipasa A2; E: extracto; M: 
mezcla; Lc: Larrea cuneifolia; Ld: Larrea divaricata; Ln: Larrea nitida; Zp: Zuccagnia 
punctata. Los valores se informan como media ± desviación estándar de triplicados. 
Diferentes letras en la misma columna para cada especie de planta indicaron diferencias 
significativas según la prueba de Tukey (p ≤ 0.05). 
 
2.3.3. Actividad mutagénica. Test de Ames 
El ensayo de mutagenicidad utilizando cepas de Salmonella typhimurium TA98 y 
TA100 indicó que, hasta una concentración de 250 μg/placa, los extractos 
hidroalcohólicos de las mezclas Zp/Ld, Zp/Ln y Zp/Lc no inducen un incremento del 
número de revertantes por placa respecto al número de revertantes espontáneos, 
presentando en todos los casos una RM<1,5 (Tabla 5).  A la concentración de 500 
μg/placa no se pudo determinar el efecto frente a ninguna de las dos cepas, dado que en 
esa concentración se ve afectada la viabilidad bacteriana, debido a la actividad 
antimicrobiana de las mezclas.  
Los resultados obtenidos indicarían que las mezclas binarias seleccionadas no resultan 
genotóxicas a las concentraciones ensayadas, al igual que los extractos individuales 






Tabla 5. Número de revertantes/placa y relación de mutagenicidad (RM) en Salmonella 











M Zp/Lc 500 ND ND ND ND 
250 32±2a 129±21a 0,94 1,17 
125 35±3a 128±26a 1,03 1,16 
M Zp/Ln 500 ND ND ND ND 
250 34±3a 123±12a 1,00 1,12 
125 35±3a 139±19a 1,03 1,26 
M Zp/Ld 500 ND ND ND ND 
250 40±0a 128±14a 1,17 1,16 
125 43±5a 136±14a 1,26 1,24 
Control 
positivo1 
 1222±109b 723±171b   
Control 
negativo2 
 34±2a 110±16a   
Los datos corresponden a la media ± desviación estándar de triplicados. Diferentes 
letras en la misma columna indicaron diferencias significativas de acuerdo con la prueba 
de Tukey (p ≤ 0,05). M: Mezcla; Ld: Larrea divaricata; Lc: Larrea cuneifolia; Ln: 
Larrea nitida; Zp: Zuccagnia punctata. ND: Afecta viabilidad de la cepa. 1Control 


































La efectividad limitada de las formulaciones vaginales típicas como cremas, 
supositorios o tabletas está relacionada con su bajo tiempo de residencia activa, área de 
absorción pequeña, propiedades de barrera de la mucosa y diseminación inadecuada de 
la formulación en las superficies vaginales (Marciello y col., 2017). Para mejorar la 
efectividad, se han desarrollado nuevos sistemas de administración basados en 
nanopartículas (Ensign y col., 2014; Wong y col., 2014; Li y col., 2015, 2017; Gómez-
Mascaraque y col., 2016a; Rivas-Morales y col., 2016). Estos portadores más pequeños 
tienen varias ventajas, que incluyen un área superficial específica alta relacionada con 
su pequeño tamaño, estabilidad mejorada de los agentes terapéuticos, mayor 
biodisponibilidad y propiedades de liberación controlada, haciéndolos atractivos para 
aplicaciones farmacéuticas prácticas. 
Las nanopartículas y micropartículas de quitosano tienen un gran potencial para 
aplicaciones de administración de fármacos vaginales, debido a las excelentes 
propiedades de este polímero que incluye buena biocompatibilidad, baja toxicidad, 
mucoadhesividad y propiedades antimicrobianas inherentes, que han impulsado una 
serie de desarrollos en esta área (Andersen y col., 2017; Marciello y col., 2017). Se ha 
informado que el quitosano inhibe la adhesión de C. albicans a las células epiteliales 
vaginales humanas (Knapczyk y col., 1992; Li y col., 2009). 
Entre las técnicas que se pueden utilizar para generar nano y micropartículas de 
quitosano, la electropulverización ha ganado una mayor atención. Esta técnica puede 
producir estructuras de microencapsulación en un proceso de un solo paso, en 
condiciones suaves, en ausencia de disolventes orgánicos/tóxicos, lo que limita la 
inactivación de los compuestos bioactivos y es adecuada tanto para fármacos 
hidrofílicos como hidrofóbicos o ingredientes con alta eficiencia de carga (Gómez-
Mascaraque y col., 2016b). 
Los efectos secundarios de los agentes antifúngicos utilizados actualmente en las 
formulaciones comerciales (Sawant y Khan, 2017) y las tasas de recidiva muy altas 
observadas (Bradshaw y Sobel, 2016) fomentan enfoques terapéuticos alternativos, que 
incluyen el uso de extractos naturales con capacidad antifúngica.  
Las plantas que se encuentran en las regiones áridas y semiáridas de Argentina se han 
utilizado ampliamente en la medicina tradicional para tratar infecciones fúngicas y 
bacterianas y como antiinflamatorias (Quiroga y col., 2001; Torres y col., 2003; Stege y 




2013; Butassi y col., 2015, 2018; Nuño y col., 2015, 2016; Torres Carro y col., 2015, 
2017). 
En este trabajo de Tesis demostramos que los extractos hidroalcohólicos de arbustos 
como Larrea divaricata, L. cuneifolia, L. nitida, Zuccagnia punctata y Tetraglochin 
andina contienen una variedad de compuestos fenólicos, que son dependientes de la 
especie y muestran buena a excelente capacidad antioxidante, antiinflamatoria y 
actividad antifúngica contra especies de Candida albicans y no albicans aisladas de 
infecciones vaginales. La potencia antioxidante, antiinflamatoria y antifúngica 
comprobada hace que estos extractos sean excelentes candidatos para formulaciones 
fitoterápicas vaginales contra la candidiasis.  
 
Administración por vía vaginal  
Como se describió en el marco teórico de la introducción de este trabajo de Tesis 
Doctoral, la vagina es un órgano del tracto reproductor femenino, potencial vía de 
administración de fármacos para conseguir efectos tanto locales como sistémicos, 
puesto que el epitelio vaginal se considera una mucosa. Los excipientes a utilizar para el 
desarrollo de fármacos para administración vaginal deben ser mucoadhesivos, es decir 
ser capaces de adherirse al mucus, el cual está compuesto por una mezcla de 
glicoproteínas, mucinas, agua, electrolitos, células epiteliales, bacterias y productos del 
metabolismo bacteriano. Al tener el mucus una composición tan heterogénea, pequeñas 
variaciones cuali o cuantitativas pueden alterar los perfiles de adhesión de los sistemas, 
al igual que las etapas del ciclo menstrual, el período climatérico o el flujo constante de 
secreciones desde el útero o desde el folículo durante la ovulación. Para modificar la 
composición de los sistemas tradicionales se añaden polímeros biocompatibles naturales 
o sintéticos, que posean dos propiedades principales, mucoadhesión y liberación 
sostenida, y que permitan una mayor residencia del principio activo en la superficie de 
la mucosa vaginal (Valenta, 2005; Mansuri y col., 2016).  
Actualmente, las formulaciones farmacéuticas empleadas no presentan la eficacia 
requerida debido a que el flujo vaginal constante arrastra estos sistemas. Por esta razón, 
se desea obtener sistemas capaces de permanecer adheridos en la mucosa vaginal 
durante períodos prolongados de tiempo. Las formas farmacéuticas en estudio persiguen 
una liberación sostenida de fármaco que se corresponde con el tiempo de bioadhesión 
para que se consiga una protección frente al patógeno durante el período completo que 




Polímeros mucoadhesivos  
Con el fin de solucionar los problemas planteados en el párrafo anterior, se buscan 
nuevos sistemas de liberación vaginal tratando de alcanzar un equilibrio adecuado entre 
eficacia clínica y comodidad para la paciente.  
Con este objetivo, se están investigando formulaciones que contienen polímeros 
mucoadhesivos y biocompatibles, los cuales presentan hinchamiento en contacto con el 
mucus (medio acuoso), consiguiéndose de esta forma una liberación controlada. Por 
otra parte, presentan la capacidad de adherirse a mucosas durante un período 
prolongado, por lo tanto, si la formulación posee un elevado tiempo de residencia en el 
lugar de acción y la liberación del principio activo es sostenida durante todo ese tiempo, 
nos encontramos ante excipientes de gran interés a la hora de desarrollar nuevos 
sistemas de prevención de candidiasis vaginal. Entre estos polímeros encontramos:  
 
-Polímeros naturales  
Quitosano  
Es un copolímero policatiónico natural formado por glucosamina y N-
acetilglucosamina, que se obtiene por desacetilación parcial de quitina, la cual procede 
del exoesqueleto de crustáceos, insectos y de algunos hongos (Porras y col., 2012; 
Sosnik y col., 2014; Singh y col., 2017) (Figura 1).  
 
 
Figura 1. Estructura química del quitosano. 
 
La presencia de grupos amino y grupos hidroxilo permite la adhesión a las mucosas 
mediante enlaces de hidrógeno. Además, le otorgan al polímero un pKa ácido, de tal 
forma que en medio vaginal se protonan mejorando dicha adhesión, ya que la mucosa 
presenta una superficie con carga negativa (Dmour y Taha, 2018).  
El quitosano es biocompatible y biodegradable, además de que no es tóxico, por lo que 




como comprimidos, emulsiones y geles. Además, las formulaciones que contienen este 
excipiente presentan una liberación sostenida y propiedades mucoadhesivas (Luessen y 
col., 1996; Dodane y Vilivalam, 1998; Kim y col., 2003; Rodríguez y col., 2010; Porras 
y col., 2012; Sosnik y col., 2014; Singh y col., 2017; Dmour y Taha, 2018; Gómez-
Mascaraque y col., 2018).  
Gelatina  
Los sistemas más antiguos conocidos de liberación de fármacos por vía vaginal se 
basaban en gelatina, por lo que se puede considerar que estos fueron los primeros 
sistemas de liberación mucoadhesivos. La gelatina es un polipéptido de origen animal 
que se obtiene a partir del colágeno, principal proteína estructural de piel, tendón y 
hueso (Sifuentes, 2011), mediante hidrólisis ácida (gelatina tipo A) o alcalina (gelatina 
tipo B) (Farmacopea Argentina, 2013). Está compuesta principalmente por residuos de 
glicina, prolina y 4-hidroxiprolina (Figura 2). Es una macromolécula polianfolítica, que 
tiene restos tanto catiónicos como aniónicos, junto con grupos hidrófobos (Dmour y 
Taha, 2018). La incorporación de fármacos en gelatina ofrece muchas ventajas sobre los 
correspondientes medicamentos en su forma libre, tales como la liberación prolongada 
de los mismos y efectos secundarios reducidos. Se ha utilizado en la industria 
alimentaria y farmacéutica para la producción de recubrimientos, geles termo-sensibles 
y cápsulas (Sosnik y col., 2014).  
Esta proteína no es tóxica, es biocompatible y biodegradable (Dmour y Taha, 2018).  
 
 
Figura 2. Estructura química de la gelatina 
 
-Polímeros semisintéticos  
Derivados de celulosa  
Son polímeros obtenidos por tratamiento y modificación de la celulosa. De esta forma 
se obtienen derivados semisintéticos, de entre los cuales se destacan por sus propiedades 
la carboximetilcelulosa sódica (NaCMC), la metilcelulosa (MC) y la 




carácter iónico al ser un polianión y los otros dos de carácter neutro (Figura 3). Los 
derivados de celulosa se han utilizado como nanovehículos para diversos fármacos, 
como agentes antiinflamatorios no esteroideos, antimicrobianos y anticancerosos (El-
Habashy y col., 2016; Dmour y Taha, 2018). Estos polímeros son biocompatibles, 




Figura 3.  Derivados de celulosa. De izquierda a derecha, estructuras químicas de 
NaCMC, MC y HPMC. 
 
El objetivo del presente capítulo fue desarrollar sistemas de administración basados en 
microcápsulas de quitosano, tabletas con derivados de celulosa y óvulos de gelatina, 
para su aplicación vaginal, conteniendo extractos seleccionados de plantas medicinales 
argentinas. Se caracterizaron la morfología, la carga del fármaco, la capacidad de 
absorción de agua, así como las propiedades biológicas (actividad antifúngica y 
antioxidante) y de liberación de estos sistemas de administración vaginal. 
2. Resultados y discusión 
2.1. Diseño y caracterización de formulaciones fitoterápicas 
Se elaboraron microcápsulas, tabletas y óvulos utilizando extractos de Z. punctata, L. 
cuneifolia, L. divaricata, L. nitida, T. andina y de las mezclas más activas (Zp/Lc; 
Zp/Ln; Zp/Ld). Las estructuras obtenidas se muestran en la Figura 4. 
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Figura 4. A. Tabletas. B. Óvulos. C. Microcápsulas de Larrea divaricata. Referencias: 
1. Muestra 1: Zp (1,5 mg PS). 2: Ln (1,5 mg PS). 3: Ld (1,5 mg PS). 4. Lc (5 mg PS). 5. 
Ta (5 mg PS). 6: Zp (3 mg PS). 7: Ln (3 mg PS). 8: Ld (3 mg PS). 9: Lc (10 mg PS). 10: 
Ta (10 mg PS).11: Zp+ Lc (0,75 mg PS Zp+2,5 mg PS Lc).12: Zp+ Lc (1,5 mg PS Zp+5 
mg PS Lc. 13: Zp+ Ln (0,75 mg PS Zp+0,75 mg PS Ln).14: Zp+ Ln (1,5 mg PS Zp+1,5 
mg PS Ln).15: Zp+ Ld (0,75 mg PS Zp+0,75 mg PS Ld).16: Zp+ Ld (1,5 mg PS Zp+1,5 
mg PS Ld).17: placebo. 
 
2.1.1.Tabletas 
Las formulaciones de tabletas bioadhesivas de ketoconazol de aplicación vaginal 
basadas en Carbopol 934P, en combinación con hidroxipropil metil celulosa (HPMC) 
en diferentes proporciones, bicarbonato de sodio y ácido cítrico, fueron formuladas y 
analizadas previamente por otros autores (Wang y Tang, 2008). En este trabajo de Tesis, 
se describió por primera vez el diseño de tabletas bioadhesivas de liberación vaginal con 
Carbopol 934P, en combinación con HPMC y una mezcla efervescente de bicarbonato 
de sodio y ácido cítrico para promover la desintegración, con la incorporación de 
extractos de plantas medicinales de Argentina. Las tabletas formuladas presentaron un 
peso promedio de 272,5±10 mg, 12±0,1 mm de diámetro y 2,0±0,1 mm de espesor.   
Mostraron una eficiencia de carga entre el 80 y el 90% en todos los casos. Sin embargo, 
podían observarse visualmente en la superficie de las tabletas vaginales acumulaciones 
de extracto (Figura 4A), lo que sugiere que la miscibilidad de los extractos con los 
ingredientes de la tableta resultó baja. Todas las tabletas mostraron propiedades de 
desintegración adecuadas (TD entre 20±4 min), ya que, de acuerdo con la Farmacopea 
Argentina, los comprimidos no recubiertos se deben desintegrar hasta un tiempo 
máximo de 30 minutos. Los valores de dureza se encontraron alrededor de 1,34 MPa ± 
0,13. Los porcentajes de friabilidad fueron bajos, entre 0-0,71%, indicando que son 
resistentes al estrés mecánico. Estos valores son aceptables según la Farmacopea 
Europea, la Farmacopea de los Estados Unidos y la Farmacopea Argentina, que 
consideran una aceptación de pérdida de peso máximo de 1%.  
Con respecto a la morfología, la incorporación de extractos en las tabletas produjo una 




suave al tacto. Las imágenes de microscopía electrónica de barrido (MEB) mostraron 
que las tabletas que contenían extractos de plantas no presentaban una superficie 
uniforme, presentaban partículas de forma variada (varilla, redondeada). En la Figura 5 
se muestra a modo de ejemplo las imágenes de microscopía obtenidas de las tabletas 
conteniendo extracto de Larrea nitida.  
   
Figura 5. Imágenes de MEB de tabletas conteniendo extractos de L. nitida (Mag 250 X 
y 10.00 KX). 
 
La Figura 6 muestra los espectros FT-IR de las tabletas placebos y las que contienen 
extractos. Los espectros de los extractos de plantas se caracterizaron por la presencia de 
bandas de absorción a 3395 cm-1, 2960-2930 cm-1, 1730-1700 cm-1 y en la región de 
1600-800 cm-1 atribuida al estiramiento, flexión y vibraciones de deformación de 
compuestos polifenólicos (Sivam y col., 2012). Dada la composición compleja de las 
tabletas, es difícil describir inequívocamente las bandas espectrales de cada 
componente, las bandas anchas observadas representan las contribuciones de diversos 
 compuestos (Figura 6). 
 





En la Figura 7 se muestra la morfología de los extractos encapsulados en quitosano por 
electrospraying. En los gráficos de distribución de tamaños de partículas (Figura 7) se 
puede observar variación en el diámetro de las cápsulas, a diferencia de lo observado 
cuando se encapsulan compuestos polifenólicos puros (Gómez-Mascaraque y col., 
2016a).  
Las microcápsulas contienen en su peso total un 10% de extracto, y presentan partículas 
de 0,1-1,5 µm de diámetro. Dependiendo del extracto incorporado, no solo se 
observaron variaciones en el tamaño sino también en la morfología de las cápsulas. Se 
obtuvieron partículas más pequeñas para el extracto de L. cuneifolia. Como la matriz de 
encapsulación y los parámetros de procesamiento fueron los mismos en todos los casos, 
las diferencias se podrían atribuir a los cambios en las propiedades de la solución de 
quitosano tras la adición de los extractos (Chakraborty y col., 2009). En todos los casos 





Figura 7. Imágenes de microscopía electrónica de barrido y gráficos de distribución de 
tamaños de nano y micropartículas de quitosano que contienen extractos de: a) Z. 
punctata; b) T. andina; c) L. cuneifolia; d) L. divaricata; e) L. nitida. Las barras de 
escala corresponden a 2 μm. 
 
El espectro FT-IR de quitosano electroesprayado (Figura 8) mostró una banda ancha 
con un máximo a 3400 cm-1, atribuido a las vibraciones de estiramiento -OH y -NH. Se 
observaron otras bandas características de este polisacárido a 2929 cm-1 (estiramiento de 




1410 cm-1 (-CH3 de flexión) y 1078 cm
-1 (estiramiento C-O de anillos de azúcar) 
(Azevedo y col., 2012; Gómez-Mascaraque y col., 2014). Los espectros de los extractos 
de plantas se caracterizaron por la presencia de bandas de absorción a 3395 cm-1, 2960-
2930 cm-1, 1730-1700 cm-1 y en la región de 1600-800 cm-1 atribuida al estiramiento, 
flexión y vibraciones de deformación de compuestos polifenólicos (Sivam y col., 2012). 
La incorporación de extractos de plantas dentro de las partículas de quitosano causó 
algunos cambios en la absorbancia relativa de las bandas características del mismo, 
debido a la contribución de los extractos a los espectros infrarrojos. En todos los casos, 
se observó una disminución en la intensidad relativa de las bandas atribuidas a la banda 
de estiramiento -OH y -NH a 3400 cm-1 y las bandas de flexión amida I y -NH2 a 1633 y 
1560 cm-1, respectivamente. Esto también podría apuntar a las interacciones entre la 
matriz de quitosano y los extractos polifenólicos, que estarían mediados principalmente 
por enlaces de hidrógeno o interacciones hidrofóbicas, como generalmente se acepta 
para las interacciones polisacáridos-polifenoles (Le Bourvellec y col., 2004, 2012; 
Gómez-Mascaraque y col., 2017). Se observó un cambio hacia los números de onda 
más bajos de la banda de estiramiento C-O en los anillos de azúcar, lo cual sugirió un 
cambio en la conformación del polímero tras la incorporación de los extractos, 
probablemente debido a interacciones intermoleculares entre el polisacárido y los 
constituyentes de los extractos.  
 
2.1.3. Óvulos 
La gelatina forma geles térmicamente reversibles con agua, y la temperatura de fusión 
del gel (35°C) está por debajo de la temperatura corporal (Dmour y Taha, 2018), motivo 
por el cual resulta una buena matriz para el desarrollo de óvulos vaginales.  
Los óvulos obtenidos pesaron 0,90±0,06 g, y midieron 1,8±0,1 cm de alto y 1±0,1 cm 
de ancho. Mostraron diferente coloración (amarilla-amarronada), dependiendo de la 
concentración de extracto empleada para su formulación (Figura 4).  
El análisis por FT-IR no se pudo realizar con los óvulos, debido a que el agua contenida 
en los mismos produce una banda larga de absorbancia en el rango de interés, lo que 














Figura 8. A. Espectros FT-IR de extracto de L. divaricata, junto con cápsulas de 
quitosano con y sin extracto. B. Detalle de los espectros previos en la región de 2000 a 
800 cm-1. C. Espectros de extractos, microcápsulas con y sin extractos de Z. punctata, 
L. cuneifolia, L. nitida y T. andina. E: extracto; M: mezcla; T: tabletas. 
 
2.1.4. Ensayo de hinchamiento de formulados  
En el caso de formulados a base de polímeros, es de vital importancia el hinchamiento 
de los mismos en medio acuoso, ya que es un buen indicador para predecir las 
capacidades mucoadhesivas y cohesivas del polímero ensayado. Por otra parte, tanto la 
estabilidad del polímero como la liberación del fármaco introducido en la formulación 
están directamente relacionados con dicho hinchamiento (Sáez y col., 2004). 
 Se calculó la capacidad de absorción de agua (AA) de los formulados en tampón 
acuoso. Los perfiles obtenidos se muestran en la Figura 9. Todas las estructuras de 
encapsulación basadas en quitosano presentaron un rápido hinchamiento al contacto con 
el tampón acuoso debido a la naturaleza hidrófila del polisacárido, alcanzando valores 
de AA tan altos como 80-90% (es decir, el agua representó hasta 80-90% del peso total 
de las microcápsulas hidratadas). Se observaron pequeñas diferencias entre los 
formulados (Figura 9A), lo que sugiere que el grado de interacción entre la matriz y los 
extractos ricos en polifenoles varía entre los diferentes extractos debido indudablemente 
a la diferencia de componentes químicos, teniendo un impacto en la capacidad de 

































Figura 9. Perfiles de hinchamiento de los fitoterápicos y placebos en tampón de fosfato 
(pH = 4,5): A. Microcápsulas. B. Tabletas. C. Óvulos.  
 
Las microcápsulas de quitosano sin extractos (placebo) también se evaluaron con fines 
comparativos. Mientras que la capacidad de AA de las microcápsulas con extractos 
permaneció casi constante después de un hinchamiento inicial rápido, los valores de la 
AA en los placebos comenzaron a disminuir después de 1 hora (Figura 9A). Este efecto 
fue observado también por otros autores para los hidrogeles basados en quitosano 
durante los experimentos de hinchamiento y se atribuyó la pérdida de peso a la 
disolución de una fracción de moléculas de quitosano en el tampón (Azevedo y col., 
2012). Por lo tanto, se encontró que la presencia de los diferentes extractos de plantas 
dentro de la matriz de quitosano estabiliza los microhidrogeles formados, retrasando la 
disolución del polisacárido (se observó una menor pérdida de peso en las microcápsulas 
que contienen extractos, como se observa en el recuadro de la Figura 9A). La 
estabilización de matrices de carbohidratos por polifenoles ha sido descripta y atribuida 
a la presencia de interacciones físicas entre ambos componentes (Floriano-Sánchez y 
col., 2006).  
Con respecto a las tabletas (Figura 9B), el hinchamiento fue mucho más gradual 
considerando el hecho de que para la formulación de las tabletas el material fue 
compactado en una prensa, produciendo una matriz más densa (menor superficie de 





En el caso de los óvulos, debido a la naturaleza hidrofílica de la gelatina, los mismos se 
disuelven en el tampón y atraviesan el papel de filtro utilizado para el ensayo, de ese 
modo, se obtienen porcentajes negativos con respecto al peso inicial. Por tal motivo, la 
gráfica correspondiente a óvulos solo se muestra hasta un tiempo de 5 horas (Figura 
9C), antes de que comience la disolución bajo las condiciones del ensayo. Cabe destacar 
que la capacidad de hinchamiento de los óvulos utilizados como control (placebo) fue 
menor, y los mismos comenzaron a disolverse ligeramente más rápido que los óvulos 
que contenían extractos, posiblemente debido a interacciones entre los componentes 
polifenólicos de los extractos y la matriz utilizada.  Una propiedad importante de los 
polifenoles es su capacidad para acomplejarse con proteínas (Ortiz-Barrera y col., 
2015). Previamente se reportaron interacciones entre gelatina y taninos contenidos en 
extractos vegetales. Las cápsulas de gelatina con extractos que contienen taninos 
tienden a endurecerse con el tiempo, aumentando el tiempo de desintegración. Por lo 
tanto, el efecto observado en óvulos de Z. punctata puede deberse a la interacción entre 
la gelatina y los taninos presentes en esta especie, y con otros componentes 
polifenólicos más abundantes en los extractos, al igual que en los óvulos de T. andina 
(ricos en taninos hidrolizables), mientras que en las especies de Larrea podrían ser los 
lignanos los responsables de dicha interacción (Sharapin, 2000).  
 
2.1.5. Liberación in vitro de los extractos de plantas desde los formulados en un 
sistema tampón y en fluido vaginal simulado (FVS) 
Se estudió la liberación de los polifenoles de los extractos vegetales incorporados a las 
microcápsulas de quitosano en tampón acuoso (PBS, pH = 4,5) y se comparó con la 
liberación de los mismos extractos desde comprimidos y óvulos vaginales. La cantidad 
de polifenoles liberado de las microcápsulas de quitosano y los óvulos fue 
significativamente mayor que la de las tabletas, para todos los extractos de plantas 
ensayados. En las microcápsulas de quitosano y en los óvulos, se observó una liberación 
muy rápida de compuestos fenólicos en las primeras 4-5 horas, que es el 
comportamiento típico de liberación de matrices hidrófilicas (quitosano/gelatina), 
debido al hinchamiento rápido de la matriz al contacto con un medio de liberación 
acuoso (Atay y col., 2017). El nivel de compuestos fenólicos liberados de las tabletas 
vaginales convencionales hasta las 5 horas fue mucho menor que para las microcápsulas 
y óvulos. La dispersión de los extractos fue considerablemente mayor en las 




métodos de preparación. Tanto el disolvente utilizado para preparar soluciones de 
encapsulación como el entrelazado de cadenas de polisacáridos con las moléculas de 
polifenoles podrían haber facilitado su posterior liberación en el medio acuoso tras la 
hidratación de las microcápsulas de quitosano. Por el contrario, las acumulaciones de 
extracto se pueden observar visualmente en las tabletas vaginales convencionales, lo 
que sugiere una miscibilidad pobre de los extractos con los ingredientes de la tableta. 
Los extractos permanecieron insolubles incluso después de la desintegración de las 
tabletas (aún podrían observarse visualmente en la suspensión de liberación). En 
resumen, las microcápsulas de quitosano y los óvulos de gelatina resultaron más 
solubles en medio acuoso, y por lo tanto mostraron una liberación más rápida, en 
comparación con la formulación de tabletas vaginales durante las primeras horas. Sin 
embargo, después de 24 horas, el 100% del extracto incorporado se liberó de las 
tabletas, a excepción del extracto de T. andina (80%). 
Es interesante observar que la liberación de las microcápsulas de quitosano fue mayor 
de lo esperado, probablemente debido a la solubilidad previa de los extractos en medio 
ácido, que aparentemente hizo que algunos de los compuestos fenólicos fueran más 
accesibles en los medios de liberación. Se informó anteriormente que las propiedades 
del quitosano promueven un contacto más estrecho entre la forma fitoterapéutica y el 
tejido vaginal, aumentando así el tiempo de residencia de los compuestos bioactivos en 
el sitio de administración (Albertini y col., 2009; Martin-Villena y col., 2013; Caramella 
y col., 2015). 
Para predecir el contenido de compuestos fenólicos liberados de los formulados 
utilizando condiciones in vitro que imitaban el escenario in vivo, las tres formulaciones 
vaginales se incluyeron en FVS durante 24 horas. Bajo nuestras condiciones 
experimentales, los porcentajes de compuestos fenólicos totales liberados estuvieron en 
todos los casos en el rango de 77 a 100% para todos los formulados (Figura 10 A, B y 
C). Los resultados obtenidos han demostrado una buena liberación de compuestos 
bioactivos en FVS para todos los extractos de plantas ensayados. Por HPLC-DAD se 
analizaron los compuestos fenólicos individuales liberados de los formulados, para 
determinar si la encapsulación o la inclusión en las tabletas y óvulos afectaban su 
estabilidad. El perfil de cromatografía obtenido para cada uno de ellos fue similar al de 

















Figura 10. Porcentajes de liberación de compuestos fenólicos totales en FVS de: A. 
Microcápsulas. B. Tabletas. C. Óvulos.  
 
2.1.6. Actividades biológicas de los extractos de plantas liberados desde los 
formulados 
2.1.6.1. Actividad antifúngica 
La actividad antifúngica de los extractos vegetales, solos o incorporados en 
microcápsulas, tabletas y óvulos se ensayó in vitro frente a tres cepas de Saccharomyces 
cerevisiae, tres cepas de C. albicans, tres de C. glabrata y una cepa de C. tropicalis, 
aisladas de pacientes con infecciones vaginales. 
Los extractos secos y los extractos eluidos de los formulados fueron efectivos contra C. 
albicans y no albicans en ensayos de macrodilución. Los valores de CIM de C. albicans 
de compuestos fenólicos eluidos de los formulados que contenían extractos de Z. 
punctata, L. divaricata y L. nitida fueron inferiores a los valores de CIM de los que 
contienen L. cuneifolia y T. andina (Tabla 1). Los valores de CIM de los compuestos 
fenólicos eluidos desde los formulados fueron coincidentes con los valores de CIM 
correspondientes a los extractos secos utilizados para obtener las formulaciones 
vaginales.  
La mayor actividad de los formulados conteniendo Z. punctata sobre las especies de 
Candida podría atribuirse al contenido de 2', 4'-dihidroxichalcona, compuesto con 
actividad antifúngica demostrada (Isla y col., 2016; Nuño y col., 2014). Estos 
compuestos también fueron inhibidores efectivos en la formación de biopelículas, así 
como en la formación previa de biofilm de Candida preformado y del tubo germinativo. 




mecanismos de invasión de Candida. Todos estos efectos podrían moderar la 
colonización, suprimiendo así el potencial invasivo del patógeno (Nuño y col., 2014). 
Entre los compuestos presentes en Z. punctata, también se reportó actividad inhibitoria 
del ácido quínico y pinocembrina (Ozçelik y col., 2011; Lu y col., 2017) sobre cepas de 
Candida.  
Todas las formulaciones obtenidas de L. divaricata fueron más activas en S. cerevisiae 
que las de T. andina. Los productos con T. andina contenían un mayor nivel de taninos 
hidrolizados de tipo de pedunculanginas y casuarinas. Los taninos hidrolizados son 
compuestos con actividad anti Candida demostrada. Existen algunas evidencias de que 
los compuestos mencionados afectan las células fúngicas a través de la interacción con 
la bicapa lipídica de la membrana celular. Podrían actuar alterando la integridad de la 
membrana o intercalando la pared celular (Martins y col., 2015; Sieniawska y Baj, 
2017). Además, los formulados con especies de Larrea contienen principalmente 
lignanos.  
Nuestros resultados son consistentes con una potente actividad fungicida en todos los 
casos, tanto en los extractos como en las fitoformulaciones. 
De acuerdo con la clasificación de Tangarife-Castaño y col. (2011), los extractos de Zp, 
Ln, Lc, Ld y Ta, así como sus fitoformulaciones podrían considerarse como antifúngicos 




Tabla 1. Efecto de extractos secos, extractos liberados de microcápsulas, tabletas y óvulos sobre levaduras aisladas de infecciones vaginales 
clínicas en humanos. 
Los valores de CIM representan la inhibición del crecimiento en comparación con el control de crecimiento. E: extracto; M: microcápsulas; T: 
tabletas; O: óvulos.
     L. cuneifolia 
CIM (µg EAG/ml) 
L. divaricata 
CIM (µg EAG/ml) 
L.nitida 
CIM (µg EAG/ml) 
Z. punctata 
CIM (µg EAG/ml) 
T. andina 
CIM (µg EAG/ml) 
Cepa N° de 
colección 
E M T O E M T O E M T O E M T O E M T O 
C. albicans 144783 400 400 400 400 100 100 100 100 100 100 100 100 50 50 50 50 400 400 400 400 
C. albicans 134333 400 400 400 400 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 400 400 400 400 
C. albicans 2089 400 400 400 400 100 100 100 100 100 100 100 100 50 50 50 50 400 400 400 400 
C. glabrata 031646 400 400 400 400 100 100 100 100 50 50 50 50 25 25 25 25 400 400 400 400 
C. glabrata 042030 400 400 400 400 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 400 400 400 400 
C. glabrata 031982 400 400 400 400 50 50 50 50 50 50 50 50 25 25 25 25 400 400 400 400 
C. tropicalis 1841 400 400 400 400 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 400 400 400 400 
S. cerevisiae 134528 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 25 25 25 25 25 25 25 25 
S. cerevisiae 134544 100 100 100 100 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 >400 >400 >400 >400 
S. cerevisiae 124263 50 50 50 50 25 25 25 25 50 50 50 50 25 25 25 25 400 400 400 400 
ATCC C. 
parapsilosis. 
134410 400 400 400 400 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 400 400 400 400 
ATCC C. 
krusei 




2.1.6.2. Capacidad antioxidante 
En este trabajo se comparó la capacidad antioxidante de los extractos vegetales y 
mezclas (desarrollada en los capítulos 3, 4, 5 y 6) con la actividad de los compuestos 
fenólicos liberados a partir de los formulados que contienen dichos extractos, utilizando 
un sistema celular (ensayo del AAPH) y un sistema libre de células (ABTS•+). Como se 
vio en los capítulos anteriores, la mayor actividad como depurador de ABTS•+ se obtuvo 
con la mezcla Zp/Ld, siendo esta actividad muy similar a las obtenidas con las mezclas 
Zp/Ln y Zp/Lc, y el extracto de T. andina. Como se puede ver en la Figura 11A, el orden 
de capacidad antioxidante se mantuvo para cada especie vegetal, considerando extracto 
etanólico y extracto liberado desde los formulados, siendo el orden de potencia en todos 
los casos Zp/Ld> Ta> Zp/Lc> Zp/Ln> Ld> Zp> Lc> Ln. 
En el ensayo de inhibición de la hemólisis oxidativa, las mezclas exhibieron un efecto 
inhibidor más fuerte que los extractos sobre la lipoperoxidación de los glóbulos rojos, 
siendo el orden de potencia decreciente: Zp/Ln> Zp/Lc> Zp/Ld> Zp> Lc> Ln> Ld> Ta. 
Para cada especie vegetal o mezcla, no se observaron grandes diferencias entre la 
capacidad antioxidante obtenida con los extractos y con los compuestos liberados desde 
los formulados. Esto podría estar deberse a que la liberación de los compuestos 
fenólicos desde los mismos se encontró entre el 77 y 100%, con lo cual podría esperarse 
que las actividades biológicas se mantengan.  
Las fitoformulaciones pudieron no solo reducir el ABTS, sino también prevenir y 
limitar la liberación de enzimas lisosómicas de los glóbulos rojos humanos a la matriz 
extracelular, lo que indica que podrían prevenir el daño en la membrana de los 
neutrófilos reduciendo la respuesta inflamatoria con potencia similar a la de los 
extractos medicinales. La capacidad antioxidante frente al AAPH en todos los casos fue 
mayor que la de los compuestos antioxidantes quercetina y BHT usados como 
referencia (CI50 0,90±0,08 y 1,20±0,10, respectivamente). Se ha informado que los 
compuestos fenólicos son capaces de unirse covalentemente a proteínas de membrana y 
mediante enlaces de hidrógeno con los grupos de cabeza polar de fosfolípidos, lo que 
resultaría en la protección de los eritrocitos frente a la hemólisis oxidativa (Bonarska-
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Figura 11. Actividad antioxidante de los extractos solos e incorporados en 
microcápsulas, tabletas y óvulos. A. Ensayo del ABTS•+. B. Ensayo del AAPH. 
Diferentes letras en cada grupo de compuestos indicaron diferencias significativas según 
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Desde los tiempos más remotos, todas las sociedades han recurrido a las plantas como 
fuente de medicamentos. Actualmente, según la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), el 80% de la población mundial recurre a la medicina tradicional para atender 
sus necesidades primarias de salud. Durante el último decenio, la Asamblea Mundial de 
la Salud ha adoptado un cierto número de resoluciones en respuesta al interés por el 
estudio y el empleo de la medicina tradicional en la asistencia médica, y en 
reconocimiento de la importancia que tienen las plantas medicinales para los sistemas 
sanitarios de muchos países en desarrollo. En respuesta al llamamiento de la OMS, las 
autoridades de salud de estos países han decidido ocuparse de las formas tradicionales 
de medicina y explorar la posibilidad de utilizarlas en la atención primaria de salud. Sin 
embargo, no se ha hecho ningún esfuerzo para garantizar esa continuidad, pese a las 
amenazas que suponen la demanda creciente, la explosión demográfica y la destrucción 
masiva de hábitat. Muchas plantas medicinales están hoy amenazadas de extinción o de 
graves pérdidas genéticas, pero no se dispone de información detallada a este respecto. 
En el caso de la mayor parte de las especies de plantas medicinales en peligro, no se ha 
adoptado ninguna medida de conservación, en la mayoría de los casos. Ni siquiera se ha 
hecho un inventario completo de plantas medicinales. Casi todo lo que se sabe sobre el 
empleo de éstas está en manos de las comunidades tradicionales, cuya propia existencia 
se ve actualmente amenazada y esa información no se ha recopilado de manera 
sistemática. Pero además de la identificación y selección de plantas medicinales para su 
empleo por los servicios sanitarios, cabe la posibilidad de que las plantas constituyan un 
reservorio inagotable para descubrir y aislar componentes químicos eficaces contra 
enfermedades para las cuales no se dispone todavía de ningún tratamiento.  
 
Plantas medicinales y Fitoterápicos. Situación en Argentina 
En la actualidad, son numerosas las amenazas derivadas de las actividades del hombre 
que causan la pérdida de biodiversidad en Argentina, entre las más relevantes por su 
magnitud se encuentran: la destrucción y fragmentación de hábitat, la sobreexplotación 
de poblaciones naturales para diferentes fines, la introducción de especies exóticas, la 
contaminación y el cambio climático global. En los últimos tiempos, la abundancia 
poblacional de muchas de las especies medicinales nativas del NOA ha ido 
disminuyendo como consecuencia de la expansión agropecuaria, el sobrepastoreo, la 




dado que no se practica su cultivo como estrategia de autosuficiencia y de significancia 
cultural, sino que se basan exclusivamente en la recolección en el medio silvestre. La 
asociación natural que existe entre las plantas y los ecosistemas en los que habitan hace 
suponer que sería adecuada una intervención territorial para su estudio, diseño de 
fitomedicamentos usando como materia prima estos recursos y el diseño de políticas de 
conservación. Esta estrategia se fortalece cuando incluimos en la fórmula la presencia 
de los pueblos originarios que ocupan dichas regiones, los cuales aportan conocimientos 
invaluables del uso de las plantas medicinales locales. También es cierto que la eventual 
domesticación y producción de las plantas (materia prima) presenta mayores 
probabilidades de éxito si se lleva a cabo en las zonas ecogeográficas que les dieron 
origen, y si además en esta actividad intervienen las comunidades nativas locales, las 
cuales se beneficiarán desde el punto de vista económico y de inclusión social. De allí 
nuestro interés en bioprospectar especies medicinales nativas del NOA de diferentes 
ecorregiones, sobre todo aquellas especies que se encuentran en la lista roja preliminar 
de especies endémicas en peligro de extinción, tales como Z. punctata y L. cuneifolia, 
componentes de nuestra diversidad biológica del NOA a las que pretendemos estudiar 
para promover su conservación y uso sustentable. 
 
Fitomedicamentos: Su estandarización 
El papel de los medicamentos a base de plantas está creciendo no solo en la 
automedicación sino también en la práctica médica, así como las expectativas 
relacionadas con su calidad, seguridad y eficacia, que representan la condición previa y 
necesaria para obtener una autorización para la comercialización como medicamentos 
según la Directiva 2001/83/CE (EMA, 2001). Las primeras directrices para la 
evaluación de las hierbas medicinales y productos derivados fueron publicadas por la 
OMS en 1991. De acuerdo con ellas, el principio básico es lograr la identificación del 
principio activo y, cuando sea posible, la cuantificación de este en el producto final. Si 
la identificación de un principio activo no es posible, debería ser suficiente identificar 
una sustancia característica o mezcla de sustancias (por ejemplo, "huella digital 
cromatográfica") para garantizar la calidad constante de la preparación. La Farmacopea 
Europea (Farmacopea Europea, 2017) ha publicado hasta ahora más de 200 monografías 
sobre hierbas, medicamentos herbales y sobre extractos. Se han clasificado (Bilia, 2018) 




• estado físico (extractos líquidos, incluyendo extractos fluidos, tinturas, aceites 
macerados, preparaciones semisólidas llamadas extractos blandos y extractos secos). 
• si solo contienen materia herbácea extraíble (extractos nativos) o excipientes 
adicionales (no nativo). 
• conocimiento relacionado con sus constituyentes terapéuticamente activos (ajustados/ 
estandarizados, cuantificados). Los extractos refinados también son informados y 
definidos por el proceso de producción. 
La ANMAT en el agregado XVIII del Acta 02/06 de la Comisión de productos de Salud 
define a los medicamentos fitoterápicos, así como los requerimientos para asegurar la 
calidad de los mismos. 
Aportes del trabajo de Tesis Doctoral 
En este trabajo de Tesis Doctoral se plantea el uso de cinco especies de plantas 
medicinales nativas argentinas usadas tradicionalmente para el tratamiento de micosis, 
procesos inflamatorios y patologías crónicas. Cuatro de ellas, Z. punctata, L. cuneifolia, 
L. divaricata y L. nitida crecen en la ecorregión del Monte, mientras que T. andida se 
distribuye en la ecorregión Altoandina.  
A. En una primera instancia se realizó la recolección y secado de las partes aereas de 
estas especies, luego la estandarización del material biológico mediante su autenticación 
por metodología botánica, macroscópica y microscópica (Cabrera, 1976; Barbour y col., 
1977; Simpson y col., 1977; Ezcurra y col., 1991; Zuloaga y Morrone, 1999; Alonso y 
Desmarchelier, 2005; Ulibarri, 2008; Acosta y col., 2016).  
 
Los datos obtenidos permitirían la autenticación no solo de muestra entera sino 
también pulverizada ya que se podrían analizar las estructuras anatómicas 
características de cada especie en particular.  
 
B. A partir del material vegetal seco y molido se puso a punto un protocolo de 
producción de extractos a escala de laboratorio de las cinco plantas nativas por 
maceración en etanol 60°. Se estandarizaron los extractos mediante la determinación del 
rendimiento de extracción de principios solubles. En Z. punctata, L. divaricata, L. 
nitida, L. cuneifolia se extrajo alrededor de un 30% de principios solubles mientras que 
en T. andina el rendimiento fue inferior (14%). Posteriormente, los extractos secos se 




química utilizando metodología recomendada a nivel internacional. Se realizó la 
cuantificación de compuestos fenólicos totales, fenólicos no flavonoides y flavonoides, 
flavonas y flavonoles, y taninos condensados e hidrolizables. En todas las especies, los 
compuestos fenólicos mayoritarios fueron fenólicos flavonoides. El contenido de 
taninos condensados fue mayor en Z. punctata (135,24±7,0 mg EPB2/g PS) seguido por 
T. andina (60,4±3,5 mg EPB2/g PS). Se encontraron taninos hidrolizables 
principalmente en T. andina (26±2 mg EAG/g PS). 
Se realizaron estudios de HPLC-ESI-MS/MS y se identificaron 23 compuestos en 
extractos de Z. punctata (principalmente chalconas, hidrochalconas, taninos, 
flavonoides glicosilados), 50 compuestos en T. andina (en su mayoría taninos 
hidrolizables) y 12 compuestos en las especies de Larrea (trihidroxi-6,7´ciclolignano 
fue encontrado solo en L. divaricata y dihidroxi-metoxi-epoxilignano en L. cuneifolia y 
L. nitida), ANDG se encontró en las tres especies de Larrea. 
 
En consecuencia, se logró a escala de laboratorio la puesta a punto de un protocolo 
de producción de un extracto seco estandarizado en base a su contenido de principio 
soluble y composición química. 
 
C. Se determinó la actividad antifúngica de los extractos hidroalcohólicos de las 
especies vegetales frente a hongos levaduriformes aislados de infecciones vaginales. De 
acuerdo con los resultados obtenidos, se podrían considerar a los fitoextractos de Z. 
punctata, L. divaricata y L. nitida como inhibidores fuertes del crecimiento de Candida 
(valores de CIM entre 25 y 100 µg EAG/ml), L. cuneifolia como inhibidor fuerte o 
moderado (CIM: 50-400 µg EAG/ml) y T. andina como inhibidor fuerte, moderado o 
débil dependiendo de la cepa analizada (50- >400 µg EAG/ml). Por otro lado, se decidió 
realizar combinaciones binarias de las especies medicinales bajo estudio, a fines de 
evaluar si las mismas presentaban efecto antimicrobiano sinérgico. Se evaluaron 10 
combinaciones, en un amplio rango de concentraciones, destacándose tres de ellas: 
Zp/Ld, Zp/Ln y Zp/Lc, las cuales presentaron efecto sinérgico o aditivo según la cepa en 
el rango de concentraciones ensayadas. Este es el primer informe sobre efectos 
sinérgicos entre extractos hidroalcohólicos de especies de jarillas. Previamente se 
informaron combinaciones sinérgicas de extractos diclorometánicos de Zp/Ln (Butassi y 
col., 2015, 2018). El sinergismo de drogas entre agentes antimicrobianos conocidos y 




alternativas para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos 
multirresistentes. Cabe destacar que las combinaciones que presentaron efecto sinérgico 
lograron disminuir hasta 16 veces los valores de CIM comparando con los extractos 
individuales.  
Debido a que los procesos infecciosos están íntimamente relacionados con los procesos 
inflamatorios (Ferrer, 2000), se evaluó la capacidad de los extractos para inhibir 
enzimas involucradas en la cascada inflamatoria. Todos los extractos resultaron más 
activos sobre la enzima LOX, seguida por COX-2 y sFLA2. Los extractos de L. 
divaricata, L. nitida y Z. punctata (50 μg EAG/ml) presentaron un porcentaje de 
inhibición de la enzima lipooxigenasa similar al antiinflamatorio naproxeno utilizado en 
este trabajo de Tesis doctoral como referencia (94,1-95,2%), mientras que el extracto de 
L. divaricata logró inhibir la enzima sFLA2 en un porcentaje superior a los 
antiinflamatorios comerciales naproxeno e indometacina (39,3%). Las mezclas 
presentaron potencia similar a la de los extractos individuales frente a LOX, y actividad 
superior a la de los extractos frente a COX-2 (95,3-99,2%), siendo en este último caso 
similar a la capacidad inhibitoria del antiinflamatorio comercial nimesulida. Las 
mezclas Zp/Ln y Zp/Ld fueron capaces de inhibir con 50 μg EAG/ml el 45-50% de la 
actividad de la fosfolipasa A2. En consecuencia, tanto los extractos individuales como 
las mezclas fueron capaces de inhibir a diferentes niveles la cascada del proceso 
inflamatorio, siendo las mezclas inhibidores más potentes. 
Debido a la relación entre la infección e inflamación con los procesos oxidativos, se 
decidió evaluar el efecto de los extractos y mezclas sobre especies reactivas de oxígeno. 
Los extractos y las mezclas presentaron elevada potencia antioxidante, principalmente 
frente al radical hidroxilo (CD50 0,34-0,69 μg EAG/ml), siendo ampliamente superior a 
la potencia obtenida con el antioxidante natural quercetina. Los extractos y mezclas 
resultaron potentes inhibidores de la oxidación de membranas biológicas, siendo la 
potencia de las mezclas similar a la obtenida con los extractos de Z. punctata (CI50 0,03-
0,05 μg EAG/ml), y superior a los extractos de Larrea y T. andina (CI50 0,12-0,23 μg 
EAG/ml), y resultando en todos los casos superior a la capacidad inhibitoria de los 
antioxidantes utilizados como referencia.  
Cabe destacar que la concentración necesaria para depurar el 50% de los radicales o 
para proteger a los glóbulos rojos de la peroxidación lipídica, así como para inhibir a las 




Tanto los extractos individuales como las mezclas binarias no resultaron genotóxicos en 
el rango de concentraciones ensayadas, lo cual garantizaría su uso seguro.  
Los fitoextractos obtenidos podrían ser utilizados por sus propiedades antifúngicas, 
antioxidantes y antiinflamatorias. 
D. En base a estos resultados, se seleccionaron los cinco extractos individuales y las 
mezclas más activas (Zp/Ld, Zp/Ln y Zp/Lc) para el desarrollo de formulados 
fitoterápicos, que incluyeron la elaboración de microcápsulas, tabletas y óvulos de 
aplicación vaginal, utilizando polímeros mucoadhesivos. Previamente se reportó el uso 
de los polímeros utilizados en este ensayo para el desarrollo de productos de aplicación 
vaginal (Albertini y col., 2009; Martin-Villena y col., 2013; Caramella y col., 2015). 
Se caracterizaron la morfología, la carga del fármaco, la capacidad de absorción de agua 
y las propiedades biológicas (actividad antifúngica y antioxidante) y de liberación de 
estos sistemas de administración vaginal. Las propiedades biológicas ensayadas no se 
vieron afectadas ante la incorporación de estos extractos en los formulados. Además, los 
formulados no mostraron contaminación biológica con hongos ni bacterias. Se observó 
una velocidad de liberación de compuestos bioactivos diferente a partir de los 
formulados en las primeras horas, siendo más rápida en las microcápsulas y en los 
óvulos. Este hecho podría atribuirse a la naturaleza hidrofílica de las matrices utilizadas 
en los mismos, y a la mayor superficie específica en el caso de las microcápsulas de 
quitosano. Además, la solubilidad de los extractos seleccionados se vio favorecida por 
la formación de microcápsulas, lo que aumentaría potencialmente la biodisponibilidad 
de los compuestos activos en el entorno vaginal. Por otra parte, el desarrollo de 
formulados utilizando los extractos como fitocomplejos podría ser una forma más 
práctica y económica que la inclusión de compuestos bioactivos aislados. 
 
Los resultados obtenidos indican que los fitoextractos (individuales o combinados, 
Zp/Ld, Zp/Ln y Zp/Lc) y los formulados obtenidos a partir de ellos serían una 
alternativa para el tratamiento de las infecciones fúngicas y de los procesos 
oxidativos e inflamatorios asociados.  
 
Nuestros resultados permitirían promover la conservación e incentivar el cultivo y 
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• Las especies medicinales utilizadas en este trabajo fueron caracterizadas desde el punto 
de vista morfoanatómico y farmacognóstico.  
• Los extractos vegetales usados como ingredientes para el desarrollo de fitoterápicos 
fueron estandarizados desde el punto de vista químico y biológico. 
• Los extractos vegetales resultaron activos frente a especies de Candida y 
Saccharomyces, siendo más potentes los de Z. punctata, L. divaricata y L. nitida. Estos 
extractos no presentan actividad frente a lactobacilos presentes en la microbiota vaginal 
normal en el rango de concentración en el que presentan actividad frente a Candida. 
• Todos los extractos demostraron capacidad antiinflamatoria (inhibición de la enzima 
LOX, COX-2 Y sFLA2) y capacidad antioxidante (depuración de radicales e inhibición 
de la peroxidación lipídica) en bajas concentraciones, por lo cual podrían considerarse 
además inhibidores de factores de virulencia enzimáticos de Candida (fosfolipasas).  
• Algunas de las mezclas binarias de extractos vegetales demostraron efecto antifúngico 
sinérgico, siendo las más activas las de Zp/Ln, Zp/Ld y Zp/Lc. 
• Las mezclas Zp/Ln, Zp/Ld y Zp/Lc mostraron buena potencia antioxidante y 
antiinflamatoria, comparando con los extractos individuales.  
• Se desarrollaron microcápsulas, tabletas y óvulos conteniendo extractos secos de plantas 
medicinales. 
• Los ensayos de liberación evidenciaron que todas las formas farmacéuticas presentan 
entre 77-100% de liberación de polifenoles en un medio vaginal sintético, estabilidad 
química, microbiológica y biológica. 
• Estos resultados indicarían que los fitoextractos individuales y combinados en mezclas 
binarias de Zp/Ln, Zp/Ld y Zp/Lc, así como los formulados farmaceúticos obtenidos a 
partir de las mismas, serían una buena alternativa para el tratamiento de las infecciones 


















Abdallah, E.M. (2015). Antibacterial activity of Hibiscus sabdariffa L. calyces against 
hospital isolates of multidrug resistant Acinetobacter baumannii. Journal of Acute 
Disease, 5(6), 512-516. 
Abdelli, M., Moghrani, H., Aboun, A., Maachi, R. (2016). Algerian Mentha pulegium 
L. leaves essential oil: chemical composition, antimicrobial, insecticidal and 
antioxidant activities. Industrial Crops and Products, 94, 197-205. 
Abootalebian, M., Keramat, J., Kadivar, M., Ahmadi, F., Abdinian, M. (2016). 
Comparison of total phenolic and antioxidant activity of different Mentha spicata 
and M. longifolia accessions. Annals of Agricultural Sciences, 61, 175-179. 
Abruzzo, A., Bigucci, F., Cerchiara, T., Saladini, B., Gallucci, M., Cruciani, F., Vitali, 
B., Luppi, B. (2013). Chitosan/alginate complexes for vaginal delivery of 
chlorhexidine digluconate. Carbohydrate Polymers, 91, 651-658.  
Abuja, P.M, Albertini, R. (2001). Methods for monitoring oxidative stress, lipid 
peroxidation and oxidation resistance of lipoproteins. Clinica Chimica Acta, 306, 1-
17.  
Acosta, J.M., Salariato, D.L., Cialdella, A.M. (2016). Molecular Phylogeny and 
Morphological Analysis of Tetraglochin (Rosaceae: Rosoideae: Sanguisorbeae) and 
Recognition of the New Species T. andina. Systematic Botany, 41(4), 839-850. 
Adegboye, M.F., Akinpelu, D.A., Okoh, A. (2008). The Bioactive and Phytochemical 
Properties of Garcinia kola (Heckel) Seed Extract on Some Pathogens. African 
Journal of Biotechnology, 7(21), 3934-3938. 
Aggarwal, P, Kashyap, B. (2018). Biofilm production by clinically isolated Candida: 
Comparative analysis based on specimen, methodology, and various Candida 
species. Indian Journal of Medical Specialities, 9, 69-72. 
Agüero, M.B., González, M., Lima, B., Svetaz, L., Sanchez, M., Zacchino, S., Feresin, 
G., Schmeda-Hirschmann, G., Palermo, J., Wunderlin, D., Tapia, A. (2010) 
Argentinean propolis from Zuccagnia punctata Cav. (Caesalpinieae) exudates: 
Phytochemical characterization and antifungal activity. Journal of Agricultural and 
Food Chemistry, 58, 194-201. 
Agüero, M.B., Svetaz, L., Sánchez, M., Luna, L., Lima, B., López, M.L., Zacchino, S., 
Palermo, J., Wunderlin, D., Feresin, G.E., Tapia, A. (2011). Argentinean Andean 
propolis associated with the medicinal plant Larrea nitida Cav. (Zygophyllaceae). 
HPLC-MS and GC-MS characterization and antifungal activity. Food and Chemical 




Akinyele, T.A., Igbinosa, E.O., Akinpelu, D.A., Okoh, A.I. (2017). In vitro assessment 
of the synergism between extracts of Cocos nucifera husk and some standard 
antibiotics. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 7, 306-313. 
Albertini, B., Passerini, N., Di Sabatino, M., Vitali, B., Brigidi, P., Rodriguez, L. 
(2009). Polymer-lipid based mucoadhesive microspheres prepared by spray-
congealing for the vaginal delivery of econazole nitrate. European Journal of 
Pharmaceutical Sciences, 36, 591-601. 
Alberto, M.R., Nieva Moreno, M.I., Zampini, I.C., Isla, M.I. (2007). Anti-inflammatory 
activity of structurally related natural flavonoids. Boletín Latinoamericano y del 
Caribe de Plantas Medicinales y Aromáticas, 6, 308-309. 
Alcoba-Florez, J., Mendez-Alvarez, S., Cano, J., Guarro, J., Perez-Roth, E., del Pilar 
Arevalo, M. (2005). Phenotypic and molecular characterization of Candida 
nivariensis sp. nov., a possible new opportunistic fungus. Journal of Clinical 
Microbiology, 43(8), 4107-4111.  
Alfonso, C., López, M., Arechavala, A., Perrone, M.C., Guelfand, L., Bianchi, M. 
(2010). Identificación presuntiva de Candida spp. y de otras levaduras de 
importancia clínica: utilidad de Brilliance Candida Agar. Revista Iberoamericana de 
Micolología, 27, 90-93. 
Alonso, J. (2007). Tratado de fitofármacos y nutracéuticos. Editorial Corpus, Rosario, 
Argentina. 
Alonso, J., Desmarchelier, C. (2005). Plantas medicinales autóctonas de la Argentina: 
bases científicas para su aplicación en atención primaria de la salud. Buenos Aires: 
L.O.L.A. 
Álvarez Echazú, M.I., Olivetti, C.E., Peralta, I., Alonso, M.R., Anesini, C., Perez, C.J., 
Alvarez, G.S., Desimone, M.F. (2018). Development of pH-responsive biopolymer-
silica composites loaded with Larrea divaricata Cav. extract with antioxidant 
activity. Colloids Surf B Biointerfaces, 169, 82-91. 
Álvarez, S.L., Cortadi, A., Juárez, M.A., Petenatti, E., Tomi, F., Casanova, J., van 
Baren, C.M., Zacchino, S., Vila, R. (2012). (−)-5,6-Dehydrocamphor from the 
antifungal essential oil of Zuccagnia punctata. Phytochemistry Letters, 5, 194-199. 
Al-Bayati, F.A. (2008). Synergistic antibacterial activity between Thymus vulgaris and 
Pimpinella anisum essential oils and methanol extracts. Journal of 




Al-Rifai, A. (2018). Identification and evaluation of in-vitro antioxidant phenolic 
compounds from the Calendula tripterocarpa Rupr. South African Journal of 
Botany, 116, 238-244. 
Amarowicz, R., Janiak, M. (2018). Hydrolysable Tannins, in: Reference Module in 
Food Science. Elsevier. 
Amenu, D. (2014). Antimicrobial activity of medicinal plant extracts and their 
synergistic effect on some selected pathogens. American Journal of Ethnomedicine, 
1(1), 18-29. 
Anantharaju, P.G., Gowda, P.C., Vimalambike, M.G., Madhunapantula, S.V. (2016). 
An overview on the role of dietary phenolics for the treatment of cancers. Nutrition 
Journal, 15, 99. 
Andersen, T., Mishchenko, E., Flaten, G. E., Sollid, J.U.E., Mattsson, S., Tho, I., 
Škalko-Basnet, N. (2017). Chitosan-Based Nanomedicine to Fight 
Genital Candida Infections: Chitosomes. Marine Drugs, 15, 64.  
Andrade, J.M., Fasolo, D. (2014). Polyphenol Antioxidants from Natural Sources and 
Contribution to Health Promotion. En: Polyphenols in Human Health and Disease, 
Eds. Watson, R., Preedy, V., Zibadi, S. Elsevier Editora LTDA, 20, 253-265. 
Anesini, C., Ferraro, G., Lopéz, E., Borda, P. (2001). Different intracellular signals cou-
pled to the antiproliferative action of aqueous extract from Larrea divaricata 
Cav.and nordihydroguaiaretic acid on a lymphoma cell line. Phytomedicine, 81, 1-
7. 
Anesini, C., Genaro, A., Cremaschi, G., Zubillaga, M., Boccio, J., Sterin-Borda, L., 
Borda, E. (1996a). In vivo and in vitro antitumoral action of Larrea divaricata Cav. 
Acta physiologica, pharmacologica et therapeutica latinoamericana, 46, 33-40. 
Anesini, C., Genaro, A., Cremaschi, G., Sterin Borda, L., Cazaux, C., Borda, E. 
(1996b). Immunomodulatory action of Larrea divaricata Cav. Fitoterapia, 67, 329-
333. 
Anesini, C., Turner, S., Borda, E., Ferraro, G., Coussio, J. (2004). Effect of Larrea 
divaricata Cav. extract and nordihydroguaiaretic acid upon peroxidase secretion in 
rat submandibulary glands. Pharmacological Research, 49, 441-448. 
Anibal, P.C., Sardi, J., Peixoto, I., Moraes, J., Höfling, J.F. (2010). Conventional and 
alternative antifungal therapies to oral candidiasis. Brazilian Journal of 




Aree, T., Jongrungruangchok, S. (2016). Crystallographic evidence for beta-
cyclodextrin inclusion complexation facilitating the improvement of antioxidant 
activity of tea (+)-catechin and (−)-epicatechin. Carbohydrate Polymers, 140, 362-
373.  
Arnason, T.J., Guillet, G., Durst. (2004). Phytochemical diversity of insect defenses in 
tropical and temperate plant families. Advances in Insect Chemical Ecology, 1-10. 
Atay, E., Fabra, M.J., Martínez-Sanz, M., Gomez-Mascaraque, L.G., Altan, A, Lopez-
Rubio, A. (2018). Development and characterization of chitosan/gelatin 
electrosprayed microparticles as food grade delivery vehicles for anthocyanin 
extracts. Food Hydrocolloids, 77, 699-710. 
Ávalos García, A., Pérez-Urria Carril, E. (2009). Metabolismo secundario de plantas. 
Reduca (Biología). Serie Fisiología Vegetal, 2(3), 119-145. 
Avello, M., Suwalsky, M. (2006). Radicales libres, antioxidantes naturales y 
mecanismos de protección. Atenea (Concepción), 494, 161-72. 
Avila, V., Bertolotti, S.G., Criado, S., Pappano, N., Debattista, N., García, N.A. (2001) 
Antioxidant properties of natural flavonoids: Quenching and generation of singlet 
molecular oxygen. Journal of Food Science and Technology, 36, 25-33.  
Ayoola, G.A., Coker, H.A.B., Adesegun, S.A., Adepoju-Bello, A.A., Obaweya, K., 
Ezennia, E.C., Atangbayila, T.O. (2008). Phytochemical screening and antioxidant 
activities of some selected medicinal plants used for malaria therapy in 
Southwestern Nigeria. Tropical Journal of Pharmaceutical Research, 7(3), 1019-
1024. 
Azevedo, E.P., Santhana Mariappan, S.V., Kumar, V. (2012). Preparation and 
characterization of chitosans carrying aldehyde functions generated by nitrogen 
oxides. Carbohydrate Polymers, 87(3), 1925-1932. 
Bajko, E., Kalinowska, M., Borowski, P., Siergiejczyk, L. (2016). 5-O-Caffeoylquinic 
acid: A spectroscopic study and biological screening for antimicrobial activity. 
Journal of Food Science and Technology, 65, 471-479. 
Bandara, H.M.H.N., Matsubara, V.H., Samaranayake, L.P. (2017). Future therapies 
targeted towards eliminating Candida biofilms and associated infections. Expert 
Review of Anti-infective Therapy, 15(3), 299-318. 
Barbour, M.G., Cunningham, G., Oechel, W.C., Bamberg, S.A. (1977). Growth and 




(Eds.). Creosotebush: Biology and chemistry of Larrea in New World Deserts. 
Dowden, Hutchinson and Ross, Stroudsburg, PA, 48-91. 
Barbour, M.G., Díaz, D.V. (1973). Larrea plant communities on bajada and moisture 
gradients in the United States and Argentina. Vegetatio, 28, 335-352. 
Barbour, M.G., Díaz, D.V., Breidenbach, R.W. (1974). Contributions to the biology of 
Larrea species. Ecology, 55, 1199-1215. 
Barboza, G., Cantero, J., Nuñez, C., Pacciaroni, A., Ariza Espinar, L. (2009). Medicinal 
plants: A general review and a phytochemical and ethnopharmacological screening 
of the native Argentine Flora. Kurtziana, 34(1-2), 7-365.  
Barreira, J.C.M., Ferreira, I.C.F.R. (2018). Artificial Antioxidants. In Reference Module 
in Food Science. Elsevier. 
Barreno, P.G. (2008). Inflamación. IX Programa de Promoción de la Cultura Científica 
y Tecnológica. Real Academia de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales (Esp), 
102(1), 91-159. 
Barry, K.M., Davies, N.W., Mohammed, C.L. (2001). Identification of hydrolysable 
tannins in the reaction zone of Eucalyptus nitens wood by high performance liquid 
chromatography-electrospray ionisation mass spectrometry. Phytochemical 
Analysis, 12, 120-127. 
Batallán, G., Torre, R., Flores, F., Konigheim, B., Ludueña-Almeida, F., Tonn, C., 
Contigiani, M., Almirón, W. (2013). Larvicidal activity of crude extracts from 
Larrea cuneifolia (Zygophyllaceae) and of its metabolite nordihydroguaiaretic acid 
against the vector Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). Revista da 
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 46, 84-87. 
Batlouni, M. (2010). Nonsteroidal anti-inflammatory drugs: cardiovascular, 
cerebrovascular and renal effects. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, 94(4), 522-
563. 
Batovska, D.I., Todorova, I.T. (2010). Trends in utilization of the pharmacological 
potential of chalcones. Current Clinical Pharmacology, 5, 1-29. 
Beckman, K.B., Ames, B.N. (1998). The Free Radical Theory of Aging Matures. 
Physiological Reviews, 78, 547-581. 





Bernstein, N., Akram, M., Daniyal, M., Koltai, H., Fridlender, M., Gorelick, J. (2018). 
Antiinflammatory Potential of Medicinal Plants: A Source for Therapeutic 
Secondary Metabolites. In Advances in Agronomy, 150, 131-183.  
Bettaieb, A., Cremonini E., Kang H., Kang J., Haj F.G., Oteiza P.I. (2016). Anti-
inflammatory actions of (-) epicatechin in the adipose tissue of obese mice. The 
International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 81, 383-392. 
Bhargav, V., Kumar, R., Shivashankara, K.S., Manjunatha Rao, T., Dhananjaya, M.V., 
Sane, A., Usha Bharathi, T., Venugopalan, R., Roy, T.K. (2018). Diversity of 
flavonoids profile in China aster [Callistephus chinensis (L.) Nees.] genotypes. 
Industrial Crops & Products, 111, 513-519. 
Bigucci, F., Abruzzo, A., Vitali, B., Saladini, B., Cerchiara, T., Gallucci, M.C., Luppi, 
B. (2015). Vaginal inserts based on chitosan and carboxymethylcellulose 
complexes for local delivery of chlorhexidine: Preparation, characterization and 
antimicrobial activity. International Journal of Pharmaceutics, 478(2), 456-463.  
Bilia, A.R. (2018). Pharmaceutical Analysis: Plant Extracts. In Reference Module in 
Chemistry, Molecular Sciences and Chemical Engineering. Elsevier. 
Blecha, J.E., Anderson, M., Chow, J., Guevarra, C., Pender, C., Penaranda, C., 
Zavodovskaya, M., Youngren, J., Berkman, C. (2007). Inhibition of IGF-1R 
andlipoxygenase by nordihydroguaiaretic acid (NDGA) analogs. Bioorganic & 
Medicinal Chemistry Letters, 17, 4026-4029.  
Blostein, F., Levin, E., Wagner, J., Foxman, B. (2017). Recurrent vulvovaginal 
candidiasis. Annals of Epidemiology, 27 (9), 575-582. 
Bonarska-Kujawa, D., Pruchnik, H., Kleszczyńska H. (2012). Interaction of selected 
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